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RIASSUNTO 
 
Il crescente inquinamento sta deteriorando sempre più il mondo in cui viviamo. Per 
studiare l’alterazione ambientale in modo completo è importante analizzare le emissioni 
da un punto di vista chimico-fisico, ma anche valutare il danno arrecato all’intero 
ecosistema. Perciò si impiegano sempre più spesso gli esseri viventi quali biomonitor di 
danno subito da un ambiente poiché sono capaci di reagire a stimoli complessi, talvolta 
sconosciuti, e danno informazioni più complete sulla qualità di un ecosistema rispetto a 
quelle fornite dai metodi tradizionali.  
Tra le emissioni inquinanti un ruolo particolare è occupato dalle sostanze 
mutagene capaci di modificare in modo stabile l’informazione genetica sia a livello di geni 
che di struttura e numero di cromosomi. I test capaci di identificare rapidamente 
mutazioni geniche e cromosomiche sono detti test di mutagenesi a breve termine. Nel 
percorso di dottorato ho sperimentato l’applicabilità di due test di mutagenesi ambientale: 
Tradescantia micronuclei test (Trad-MCN) e Comet test o Elettroforesi su Gel a Singola 
Cellula (SCGE), approfondendo alcune problematiche metodologiche.  
Tradescantia micronuclei test (Trad-MCN) 
 Con Tradescantia micronuclei test (Trad-MCN) è possibile rilevare la presenza di 
micronuclei come indice di avvenuto danno al DNA nelle cellule del polline in piante del 
genere Tradescantia. Il test utilizza il clone # 4430, ottenuto dall’incrocio di Tradescantia 
hirsutiflora e Tradescantia subacaulis.  
Alcuni esemplari del clone mi sono stati forniti dalla dott.ssa Maddalena Casera 
del Laboratorio Biologico dell’Agenzia Provinciale per la Protezione dell’Ambiente e la 
Tutela del Lavoro di Laives (BZ). Il clone, nel periodo invernale, è conservato all’interno di 
una serra dell’Orto Botanico dell’Università degli Studi di Trieste, a una temperatura di 
24°C sotto una lampada a che riproduce un fotoperiodo di 16 ore di luce e 8 di buio. Nel 
periodo estivo, invece, il clone viene mantenuto all’esterno.  
Con le infiorescenze ottenute dal clone ho effettuato alcune prove di Trad-MCN 
test per comprendere a quale stadio si avessero le maggiori probabilità di osservare le 
tetradi polliniche. Inoltre ho effettuato due esposizioni di 15 infiorescenze ciascuna in un 
sito con elevate concentrazioni di IPA aerodispersi. Tale sito è ubicato in Piazza Garibaldi 
nel centro di Trieste, in una zona interessata da intenso traffico veicolare. Esaminando il 
contenuto delle antere e dividendo il numero totale di micronuclei per il numero totale di 
tetradi osservate si è definita la frequenza dei micronuclei, espressa come 
micronuclei/100 tetradi (MCN/100 tetradi). Per ogni esposizione si osservano 5 preparati 
e in ognuno si contano almeno 300 tetradi. Confrontando la media delle frequenze 
ottenute dalle infiorescenze esposte nel sito potenzialmente inquinato (media =5.44; σ 
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=10.66 per la prima esposizione e media =5.54; σ =3.38 per la seconda esposizione) con 
quelle ottenute dal controllo (media =0.22; σ = 0.38 per la prima esposizione e media 
=1.00; σ = 0.32 per la seconda esposizione) si è potuta avere una conferma della 
compromissione dell’area esaminata.   
Le problematicità nell’utilizzo di questo protocollo riguardano per lo più la 
moltiplicazione delle piante e la loro protezione dagli attacchi dei parassiti. In questo 
senso sarebbe necessario affidare la lunga fase di moltiplicazione e cura delle piante a 
una struttura esterna, o avere a disposizione personale specializzato. La mancanza di un 
finanziamento ha impedito di estendere l’indagine sul territorio, com’era stato 
originariamente programmato. 
Comet test o Elettroforesi su Gel a Singola Cellula (SCGE) 
 Il Comet test consente di studiare gli effetti causati da agenti mutageni su 
materiale genetico, permettendo di valutare il danno al DNA che si rileva come rotture 
dello scheletro fosfodiesterico in nuclei isolati da cellule eucariotiche. Tramite una corsa 
elettroforetica si evidenzia la disgregazione del DNA che assume la tipica forma di una 
cometa. La lunghezza della coda della cometa è proporzionale al danno subito dalla 
cellula. Tale test può essere eseguito su un numero basso di cellule (da alcune centinaia 
a poche migliaia) e con tempi di esecuzione e analisi di poche ore. 
Il protocollo che ho sperimentato è stato messo a punto dalla dott.ssa Patrizia 
Cesaro presso il Laboratorio di Biologia Vegetale del Dipartimento di Scienze 
dell’Ambiente e della Vita (Facoltà di Scienze Matematiche, Fisiche e Naturali, Università 
degli Studi del Piemonte Orientale “Amedeo Avogadro”- Alessandria) al fine di verificare 
l’eventuale compromissione di alcuni terreni provenienti da siti contaminati della provincia 
di Alessandria.  
La specie biomonitor che ho utilizzato è Vicia faba cv lunga delle cascine poiché 
facile da riprodurre, largamente usata per analizzare la mutagenicità di pesticidi, 
sostanze cancerogene e composti cromati e in grado di tollerare suoli salini. 
I semi di V. faba sono fatti germinare in capsule Petri del diametro di 15 cm. Ogni 
capsula contiene 22.5 g di sabbia di quarzo come materiale inerte (o di terreno 
potenzialmente contaminato da analizzare), 1 disco di carta bibula, 20 ml di acqua 
distillata sterile e 8/10 semi di V. faba (protocollo UNICHIM Metodo 1651-2003). Le 
capsule sono conservate in un termostato a 20-22°C. 
Il test prevede l’estrazione di nuclei da apici radicali di V. faba della lunghezza di 
circa 2 cm. La soluzione contenente i nuclei, opportunamente filtrata, è miscelata con gel 
di agarosio a basso punto di fusione e poi depositata su vetrini portaoggetti 
preventivamente trattati con gel di agarosio a normale punto di fusione. I vetrini così 
preparati sono sottoposti a una corsa elettroforetica (300 mA, 15 V) che permette la 
migrazione del DNA, carico negativamente, verso il polo positivo. La velocità di 
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migrazione dipende dal peso molecolare: le molecole di DNA più piccole e compatte 
passeranno attraverso la matrice di agarosio più rapidamente rispetto ai frammenti più 
grandi. Terminata la corsa elettroforetica e previa colorazione si passa all’osservazione 
dei vetrini al microscopio ottico a fluorescenza: in caso di frammentazione del DNA, 
dovuta alla presenza di agenti mutageni, i nuclei non si presentano in forma compatta e 
tondeggiante bensì mostrano una cometa di lunghezza più o meno estesa. Le immagini 
al microscopio sono analizzate con il programma Comet Score in grado di calcolare tutta 
una serie di parametri quali: lunghezza della coda della cometa (in pixel), % di DNA nella 
coda della cometa, Tail moment e Olive moment.  
Il metodo Unichim per le germinazioni non prevede il contatto diretto tra 
radichetta e terreno. Il seme germinante riceve l’acqua per capillarità. Queste condizioni 
espongono potenzialmente i risultati ad una serie di artefatti in quanto si può ipotizzare 
che le sostanze idrosolubili si concentrino, per evaporazione, a livello della carta bibula e 
quindi in prossimità del seme. Le sostanze idrofobe, invece, potrebbero non entrare in 
contatto con l’apice radicale. E’ da sottolineare, inoltre, che la parte apicale delle radici 
interagisce in modo molto complesso con la rizosfera, ad esempio con la secrezione di 
ioni e molecole, alcune delle quali hanno lo specifico compito di aumentare la 
solubilizzazione di alcuni minerali del suolo, migliorando la nutrizione minerale della 
pianta. Sulla base di queste considerazioni, si è ritenuto interessante verificare eventuali 
differenze tra i risultati di Comet test effettuati su apici radicali cresciuti su carta bibula 
(protocollo standard) e Comet test effettuati, alle medesime condizioni sperimentali, su 
apici radicali cresciuti a diretto contatto con il terreno ed immersi in esso. 
Al fine di trovare un terreno idoneo ad essere usato come bianco, ho eseguito 
alcune prove del test su semi cresciuti su terricci di diversa composizione, con le due 
modalità di germinazione appena descritte: 
• terriccio universale commerciale (torba, fibre lignee e cellulosiche, 
ammendante, concime organico, N 9%, P 6%, K 14%); 
• terriccio per agrumi commerciale (torba, letame e miscela di materiali 
vegetali); 
• terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese nei pressi 
di Budoia (PN);  
• composta da semi J. Innes formulata dall’omonimo istituto inglese (2 parti 
di argilla di Budoia, 1 parte di torba irlandese e 1 parte di sabbia di 
quarzo); 
• terreno flyshoide sottoposto a biorimedio proveniente dal Parco di San 
Giovanni (TS). 
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 Il terriccio per agrumi e la composta Innes non sono consoni all’utilizzo come 
controllo a causa dei valori elevati di lunghezza della coda e percentuale di DNA nella 
coda dei nuclei isolati. Sarebbe interessante effettuare delle analisi chimiche al fine di 
comprendere se i problemi riscontrati sono dovuti alla presenza di metalli pesanti e/o 
acidi umici. 
 Il terreno argilloso, il terriccio universale e quello flyshoide sottoposto a 
biorimedio hanno dato risultati migliori e, tra questi, si è scelto di usare il terzo poiché di 
esso si possiede un’analisi chimica dettagliata che conferma l’assenza di contaminazioni 
significative, sia di metalli pesanti che di composti organici. 
I terreni potenzialmente contaminati elencati di seguito, sono stati valutati con 
entrambe le modalità di germinazione, usando come controllo il terreno proveniente dal 
Parco di San Giovanni - Trieste.  
 Il primo terreno considerato proviene da un carotaggio eseguito sul litorale di 
Muggia - Trieste (sito denominato “Acquario”) dal Centro Interdipartimentale di Gestione 
e Recupero Ambientale (CIGRA) di Trieste, nell’ambito di un progetto di caratterizzazione 
e messa in sicurezza di un terrapieno artificiale formato con materiale di incerta origine. I 
campioni sono denominati con le seguenti sigle: SC-12A, SC-12B, SC-12C dove ‘SC’ 
indica che il carotaggio è avvenuto in zona costiera, ‘12’ fa riferimento al sito campionato 
e le lettere ‘A’, ‘B’, ‘C’ si riferiscono alle tre profondità di campionamento (‘A’: piano di 
campagna, ‘B’ un metro di profondità rispetto a ‘A’, ‘C’ livello medio del mare).  
Per quanto riguarda il campione A, i risultati delle analisi chimiche e del Comet 
test sono concordanti: tra i tre campioni di terreno questo campione è senza dubbio il 
meno compromesso. Emerge, tuttavia, una differenza tra i due protocolli: gli apici radicali 
cresciuti in capsule Petri mostrano un danno maggiore rispetto a quelli cresciuti a diretto 
contatto del suolo. Le analisi chimiche hanno evidenziato in questo la presenza di alte 
concentrazioni di Cobalto, Cromo e Nichel, tutti elementi idrosolubili. Queste sostanze si 
possono muovere, trasportate dall’acqua, fino a depositarsi tra le maglie della carta 
bibula quando il soluto è evaporato. Ne consegue una maggiore possibilità d’interazione 
tra queste sostanze e gli apici stessi. 
Il campione B mostra, da un punto di vista chimico, una compromissione 
maggiore rispetto al campione C. In entrambi i casi, la modalità di esposizione degli apici 
radicali influisce sui risultati: gli apici cresciuti a diretto contatto con il suolo mostrano 
maggiore compromissione rispetto a quelli cresciuti in capsule Petri. Dalle analisi 
chimiche emergono concentrazioni elevate di PCB e IPA che sono sostanze poco solubili 
in acqua e che non si muovono quindi per capillarità. Tali sostanze restano nel terreno e 
non si concentrano sulla carta bibula, che funge da barriera. Ciò non avviene per i semi 
che germogliano nei vasetti, con le radichette a diretto contatto del campione di suolo e 
delle sostanze in esso presenti. 
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Sono stati esaminati anche altri campioni con analisi chimica nota: un terreno 
proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa (UD) compromesso dalla presenza di metalli 
pesanti e un terreno proveniente dal Parco di San Giovanni (TS) con pesante 
contaminazione organica. In entrambi i casi si è avuta conferma del fenomeno: la crescita 
su carta bibula comporta una sovrastima della contaminazione da sostanze idrosolubili 
mentre porta ad una sottostima di quella indotta da composti scarsamente idrosolubili. 
Si può ipotizzare che le sostanze idrosolubili, come nel nostro caso gli ioni 
metallici, tendano ad accumularsi in prossimità degli apici radicali sulla carta bibula 
poiché questa agisce da superficie evaporativa. Ne consegue una sovrastima del danno 
rispetto alla reale biodisponibilità nel suolo. Al contrario, sostanze poco idrosolubili come 
PCB e IPA non sono traslocate e concentrate per cui la modalità espositiva sulla carta 
bibula comporta una sottostima degli effetti della loro presenza nel suolo.  
Inevitabilmente, lavorare con apici radicali che sono cresciuti a diretto contatto 
con il terreno comporta tempi di esecuzione del test più lunghi. Le particelle di terreno più 
grossolane devono essere allontanate, e gli apici attentamente lavati. Tuttavia si può 
affermare che questa metodica dà risultati più veritieri, a differenza di quella standard, 
comunemente impiegata in molte indagini di caratterizzazione ambientale, che 
sovrastima, o peggio, sottostima la reale compromissione della matrice analizzata. 
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INTRODUZIONE 
 
Il crescente inquinamento ambientale sta deteriorando sempre più il mondo in cui 
viviamo. Al fine di studiare le alterazioni dell’ambiente in modo completo non è sufficiente 
analizzare le emissioni da un punto di vista esclusivamente chimico-fisico, ma è 
necessario valutare il danno arrecato all’intero ecosistema. Tuttavia ciò presenta delle 
difficoltà di ordine pratico poiché i parametri da individuare e analizzare sono tanti e non 
è sempre possibile risalire agli effetti sinergici e di accumulo degli inquinanti sui diversi 
organismi.  Nonostante siano accresciute le conoscenze sulle proprietà tossicologiche di 
molti composti, i livelli di rischio ambientale sono ancora incerti.  
Per tali motivi si focalizza sempre più spesso l’attenzione sugli effetti, o meglio sui 
danni, che talune sostanze provocano sugli esseri viventi. La lettura e l’interpretazione 
dei cambiamenti cui sono soggetti gli organismi sono un’utile strategia per la 
qualificazione e la quantificazione dell’inquinamento: studiando le alterazioni 
morfologiche, anatomiche e fisiologiche degli organismi, valutando l’eventuale 
rarefazione nel numero degli individui e segnalando la scomparsa di specie, è possibile 
individuare aree compromesse dal punto di vista ambientale (GASPARO ET ZAPPA, 1994).   
Gli esseri viventi sono, quindi, validi strumenti per valutare la qualità dell’ambiente 
in virtù del fatto che scambiano continuamente sostanze con l’esterno. Tale approccio 
nello studio dell’inquinamento si basa sulla conoscenza della morfologia, dell’anatomia e 
della fisiologia di alcuni organismi particolarmente sensibili che, alla presenza di 
determinate concentrazioni di sostanze tossiche, subiscono variazioni rilevabili del loro 
stato naturale. Si parla quindi di organismi biomonitor che si distinguono dai 
bioaccumulatori che sono, invece, in grado di sopravvivere alla presenza di un 
determinato contaminante accumulandolo e permettendone qualificazione e 
quantificazione (GASPARO ET ZAPPA,1994) 
Ogni organismo è, per sua stessa natura, un indicatore di qualità dell’ambiente. 
Esistono, tuttavia, delle caratteristiche che lo rendono un buon biomonitor. Tale 
organismo deve: 
• essere ben conosciuto e studiato, ubiquitario, stazionario, longevo, con ciclo 
vitale breve e con accrescimento continuo e lineare; 
• dare una risposta rapida, ben identificabile e quantificabile alle variazioni 
indotte dall’ambiente; 
• resistere agli stress ambientali; 
• mostrare facile reperibilità e disponibilità tutto l’anno. 
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Gli organismi viventi, nei confronti degli inquinanti, possono rispondere con effetti 
acuti, cronici o invisibili. Nel primo caso a esposizioni brevi a concentrazioni elevate 
corrispondono risposte eclatanti e veloci. Effetti cronici si hanno in caso di esposizioni a 
concentrazioni fluttuanti per lunghi periodi: i sintomi sono meno evidenti. Le esposizioni a 
concentrazioni basse e per periodi molto variabili portano, invece, a modificazioni a livello 
del ciclo vitale spesso non riconoscibili poiché gli effetti non sono macroscopici.  
Da un punto di vista strettamente operativo, si parla di biomonitoraggio attivo 
quando i bioindicatori sono introdotti deliberatamente nell’ambiente da esaminare e 
biomonitoraggio passivo nel caso in cui si sfruttino individui già presenti nel territorio (NALI 
ET FUMAGALLI, 1998). 
In linea generale i biomonitor sono strumenti affidabili, economici e spesso 
svincolati dall’uso dell’energia elettrica. Tutto ciò permette l’allestimento di reti capillari 
che consentono una mappatura adeguata del territorio. Il biomonitoraggio offre, inoltre, la 
possibilità di impiegare specie diverse per saggiare la presenza di inquinanti di diversa 
natura ed è in grado di fornire informazioni retroattive poiché i sintomi, talvolta, possono 
essere riscontrati anche a distanza di tempo dall’episodio di inquinamento (NALI ET 
FUMAGALLI, 1998). 
La possibilità che ha un organismo vivente di reagire a stimoli complessi, talvolta 
sconosciuti, dà informazioni più complete sulla qualità di un ambiente rispetto a quelle 
fornite dai metodi tradizionali. Rilevando però solo l’effetto complessivo, le analisi 
biologiche non sono in grado di risalire alle singole cause e non danno una misura 
dell’emissione. Non si può, quindi, ritenere che una tecnica escluda l’altra bensì le due 
metodologie dovrebbero essere usate sinergicamente per ottenere un quadro completo 
della compromissione ambientale al fine di intervenire in modo efficace ed efficiente. 
 
 
Mutagenesi ambientale 
 
Tra le emissioni inquinanti un ruolo particolare è occupato dalle sostanze capaci di 
indurre mutazioni. Tali composti sono detti mutageni. La mutagenesi è un processo 
biologico nel quale l’azione di determinati agenti genotossici conduce alla modificazione 
stabile dell’informazione genetica, sia a livello di geni sia di struttura e numero di 
cromosomi. L’aria, l’acqua e il suolo sono spesso contaminati da sostanze chimiche 
potenzialmente mutagene. Studiare questo tipo di alterazione ambientale assume 
particolare rilevanza poiché i composti mutageni sono spesso alla base di numerose 
patologie compreso il cancro.  
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Le mutazioni 
Nel materiale genetico avvengono occasionalmente dei cambiamenti nella 
sequenza delle basi azotate del DNA che, in taluni casi, sono trasmessi alla discendenza. 
Tali modificazioni sono dette mutazioni e rappresentano eventi rari, casuali e improvvisi. 
In alcuni casi alterano il genotipo senza produrre effetti evidenti sulle caratteristiche 
somatiche, in altri casi possono causare ampie trasformazioni nell’aspetto o nel 
funzionamento dell’organismo.  
Le variazioni permanenti del DNA sono rare poiché nell’organismo intervengono 
degli enzimi riparatori capaci di correggere gli eventuali errori. Spesso le mutazioni sono 
dovute alla mancanza dell’enzima riparatore e quindi collegate all’alterazione del gene 
che produce quel particolare enzima (BARCACCIA ET FALCINELLI, 2005). In linea generale le 
mutazioni avvengono con meccanismi simili in tutti gli organismi viventi. Negli esseri 
pluricellulari si possono distinguere le mutazioni che interessano le cellule somatiche da 
quelle che si verificano in cellule germinali. Nel primo caso la mutazione si manifesterà 
nel soma (insieme di tutte le cellule dell’organismo ad eccezione delle cellule germinali) 
solo se è dominante, se avviene in un certo stadio dello sviluppo e se insorge in certe 
parti dell’organismo. Può causare danni gravi fino alla morte cellulare. Se tale mutazione 
interessa geni coinvolti nella regolazione della crescita cellulare, può avvenire una 
trasformazione tumorale della cellula stessa. Una cellula somatica dell’individuo che 
presenti una mutazione, replicando, origina una serie di cellule mutate. Tuttavia non 
essendo interessate le cellule germinali, la mutazione non potrà essere trasmessa alla 
progenie.  
Diverso è il caso di mutazione a livello della linea germinale (che origina i gameti): 
una mutazione delle cellule che partecipano alla fecondazione porterà alla formazione di 
un embrione con cellule che conterranno la mutazione originaria. Tali modificazioni 
genetiche potranno essere trasmesse alla progenie. 
I cambiamenti nel contenuto o nella disposizione dell’informazione nel DNA 
possono avvenire in diversi modi e a diversi livelli, da un cambiamento di un solo 
nucleotide della sequenza fino a cambiamenti nella struttura o nel numero di interi 
cromosomi in un genoma. A seconda dell’ampiezza del bersaglio le mutazioni possono 
essere geniche, cromosomiche o genomiche. 
 
La mutazione genica  
Le mutazioni geniche interessano un singolo gene e sono date da cambiamenti 
della sequenza nucleotidica del DNA. Si dividono in mutazioni per sostituzione di base e 
mutazioni frameshift causate da inserzione/duplicazione/delezione di basi. 
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Le sostituzioni di base si suddividono in transizioni e transversioni. Una transizione 
è la sostituzione di una purina (A, G) con un’altra purina o di una pirimidina (T, C) con 
un’altra pirimidina. Se invece una purina è sostituita da una pirimidina, o viceversa, si 
parla di transversione. 
Una mutazione frameshift è dovuta a inserzioni o delezioni di una o poche coppie 
di basi. Si ha, quindi, uno scorrimento del modulo di lettura dal sito mutato in poi. Se la 
base o la sequenza di basi inserite è identica a quella precedente, si parla di 
duplicazione. 
 
La mutazione cromosomica 
Le mutazioni cromosomiche rappresentano alterazioni più estese della struttura dei 
cromosomi. Comportano modificazioni nella sequenza del DNA lungo l’asse del 
cromosoma in seguito a rottura del cromosoma stesso. Tali eventi di rottura possono 
essere seguiti da riunioni con conseguenti riarrangiamenti strutturali oppure da delezioni. 
Tra esse si distinguono: 
• la traslocazione semplice che consiste nel trasferimento di un tratto di 
cromosoma, staccatosi per rottura, su un’estremità di un cromosoma diverso 
dal primo; 
• la traslocazione doppia o reciproca che implica lo scambio di parti tra 
cromosomi non omologhi; 
• le traslocazioni multiple che consistono nel trasferimento in serie tra più di 
due cromosomi non omologhi; 
• l’inserzione che si ha quando un segmento di cromosoma, staccatosi per 
rottura, viene inserito in un punto interno di un altro cromosoma. 
 
La mutazione genomica 
Le mutazioni genomiche consistono in alterazioni del numero di interi assetti 
cromosomici. Si parla di poliploidia quando il numero cromosomico n non è raddoppiato 
come nella normale situazione di diploidia delle cellule somatiche ma moltiplicato per un 
fattore 3 (triploidia), 4 (tetraploidia), 5 (pentaploidia), ecc. Questa situazione si verifica 
nelle cellule somatiche a causa di due cicli di duplicazione che si susseguono nella 
stessa cellula. Può essere altresì dovuta ad una mancata riduzione del numero 
cromosomico nel corso della meiosi. In questo caso l’intero organismo che si formerà dal 
gamete anomalo sarà poliploide. L’aneuploidia consiste, invece, nella perdita o 
nell’acquisto di singoli cromosomi specifici. Si può avere nullisomia nel caso in cui 
manchi una coppia completa di cromosomi, monosomia se è presente un solo omologo, 
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trisomia se gli omologhi presenti sono tre e così via. La perdita o l’acquisto di un 
cromosoma avviene se nella prima divisione meiotica non si ha l’appaiamento di due 
omologhi o si ha la terminalizzazione precoce dei chiasmi che contribuiscono a tenere 
insieme i cromosomi appaiati: si avrà così il 50% di probabilità che i due cromosomi, 
muovendosi indipendentemente, finiscano nella stessa cellula figlia, mentre l’altra ne 
rimane priva. Gameti con un cromosoma in meno incontrando un gamete normale 
originano zigoti monosomici, mentre gameti con un cromosoma in più producono zigoti 
trisomici. 
In tutti i casi, le conseguenze per l’individuo variano in relazione al cromosoma 
interessato e all’entità della variazione del contenuto finale di DNA. 
 
 
Sostanze mutagene 
 
In linea generale le modificazioni geniche, cromosomiche e genomiche possono 
avvenire spontaneamente oppure possono essere indotte da agenti mutageni esterni, sia 
fisici che chimici. 
 
Mutageni fisici 
Si considerano mutageni fisici le radiazioni. Esse provocano degli effetti biologici 
interagendo con gli acidi nucleici e con le strutture subcellulari. I cambiamenti biologici 
non si manifestano immediatamente dopo l’esposizione a radiazioni ma dopo un periodo 
di latenza che può essere di ore, anni o generazioni, nel caso in cui il danno sia indotto 
nelle cellule germinali.  
Gli effetti sul materiale biologico si rivelano a livello molecolare (DNA, RNA, 
proteine) o cellulare (membrane, citoplasma e nucleo). Si distinguono, inoltre, due effetti 
a seconda che le radiazioni inducano eccitazione elettronica o ionizzazione. Al primo 
caso appartengono le radiazioni ultraviolette che determinano danni alle basi 
pirimidiniche, destabilizzando i legami idrogeno.  Alla seconda categoria appartengono le 
radiazioni ionizzanti che provocano il distacco e l’eliminazione delle basi azotate con 
formazione di siti apurinici e apirimidinici. Possono, inoltre, indurre rotture a singolo 
filamento (Single Strand Break) o rotture a doppio filamento (Double Strand Break) o 
legami crociati tra due filamenti di DNA o anche fra DNA e proteine. 
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A livello cellulare i radicali liberi prodotti dalle radiazioni possono interagire con le 
membrane plasmatiche alterandone la permeabilità. Anche la capacità riproduttiva delle 
cellule e il loro ciclo vitale possono risentire di esposizioni a radiazioni. 
Mutazioni circoscritte possono essere provocate anche dal calore che determina la 
deaminazione della citosina. 
 
Mutageni chimici 
Molti agenti chimici sono in grado di provocare mutazioni. Alcuni possiedono una 
struttura che consente loro di interagire direttamente con il DNA e si parla di mutageni 
diretti. Si definiscono, invece, mutageni indiretti quelle sostanze che, pur non reagendo 
direttamente con il DNA, possono causare modificazioni del materiale genetico mediante 
l’interazione con molecole o strutture coinvolte nella sintesi, replicazione e distribuzione 
del materiale ereditario. Esistono, inoltre, delle sostanze dette promutagene che non 
sono di per sé reattive ma che possono essere convertite dalle diverse vie metaboliche in 
derivati reattivi capaci di interagire con il DNA.  
Tra i mutageni chimici un ruolo di rilievo è occupato dagli idrocarburi policiclici 
aromatici (IPA), dai policlorobifenili (PCB) e da alcuni metalli pesanti. 
 
 
Test di mutagenesi 
 
L’approccio per individuare il rischio può seguire la strada delle indagini 
epidemiologiche o dei test di cancerogenesi. Nel primo caso si analizzano la distribuzione 
e la frequenza di malattie e di eventi di rilevanza sanitaria nella popolazione al fine di 
determinarne l’origine e l’eventuale correlazione con particolari situazioni di 
inquinamento. I test di cancerogenesi, invece, si avvalgono di animali da laboratorio per 
prevedere la mutagenicità di sostanze inquinanti. Entrambi gli approcci prevedono analisi 
lunghe e costose che possono essere precedute da test di mutagenesi a breve termine 
capaci di identificare rapidamente mutazioni geniche e cromosomiche con un dispendio 
economico relativamente basso. Tali test verificano, quindi, la capacità di indurre 
mutazioni da parte di agenti fisici o chimici e si utilizzano per saggiare la compromissione 
di matrici complesse nelle quali agiscono, in modo sinergico, più componenti.  
Attualmente esistono diversi saggi a breve termine (Tab. 1) che presentano alcune 
importanti caratteristiche quali l’elevata praticità, l’alta predittività del potere cancerogeno, 
la rapidità della risposta e l’economicità. Questi test utilizzano differenti sistemi biologici 
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come cellule coltivate in vitro o organismi interi provenienti sia da tessuti animali che 
vegetali.  
In ambito vegetale, i saggi più utilizzati e per i quali esistono protocolli convalidati 
sono quelli che studiano le aberrazioni cromosomiche, i micronuclei e gli scambi tra 
cromatidi fratelli in cellule radicali di Allium cepa e Vicia faba e i saggi che analizzano le 
mutazioni geniche in peli staminali o la presenza di micronuclei come indice di avvenuto 
danno al DNA nelle cellule del polline di alcune specie del genere Tradescantia. La 
morfologia dei cromosomi vegetali, simile a quella dei mammiferi, e la buona correlazione 
con altri test sono fattori che rendono particolarmente interessante l’utilizzo di questi 
biomonitor (GRANT, 1994). Un altro importante vantaggio risiede nella possibilità di usare 
questi organismi in situ consentendo monitoraggi in condizioni reali.  
 
Saggi per la misura dell’induzione 
di mutazioni geniche 
• Test di reversione genica in Salmonella 
typhimurium 
• Test di reversione genica in Escherichia 
coli 
• Mutazione genica in cellule di mammifero 
in coltura 
• Mutazione genica in Saccharomyces 
cerevisiae 
• Mouse spot test 
Saggi per la misura dell’induzione 
di aberrazioni cromosomiche 
• Saggio citogenetico in vitro 
• Saggio citogenetico in vivo 
• Test dei micronuclei 
• Saggio delle traslocazioni ereditabili 
• Saggio delle traslocazioni ereditabili 
 
Saggi per la misura degli effetti 
sul DNA 
• Danno e riparazione del DNA, sintesi non 
programmata di DNA in vitro 
• Comet test 
• Ricombinazione mitotica in 
Saccharomyces cerevisiae 
• Scambi tra cromatidi fratelli in vitro 
 
Tab. 1. Esempi di test di mutagenesi ambientale (modificato da MIGLIORE, 2004). 
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Comet test 
 
Tra i test di mutagenesi a breve termine un ruolo di rilievo è affidato al Comet test 
detto anche Elettroforesi su Singola Cellula (SCGE, Single Cell Gel Electrophoresis). E’ 
considerato un’importante alternativa ai test citogenetici poiché presenta alcune 
caratteristiche: è sensibile anche nel caso in cui il DNA abbia subito un danneggiamento 
lieve, prevede l’analisi di un modesto numero di cellule (da alcune centinaia a poche 
migliaia), è relativamente rapido da svolgere e in grado di dare dei risultati sulla 
compromissione di una matrice in tempi brevi (TICE  ET AL., 2000).  
Tale test permette di valutare il danno al DNA rilevato come rotture dirette dello 
scheletro fosfodiesterico in nuclei di cellule eucariotiche. Le cellule esposte a sostanze 
genotossiche sono sospese in agarosio, stratificate su un vetrino portaoggetti da 
microscopia e lisate con detergenti e soluzioni saline.  Al materiale nucleare così ottenuto 
si applica un campo elettrico. Il DNA, essendo carico negativamente per la presenza dei 
gruppi fosfato, migra verso l’anodo. Dopo la corsa elettroforetica e previa colorazione è 
possibile osservare con il microscopio ottico a fluorescenza la disgregazione del DNA 
che assume la tipica morfologia di una cometa.  
In condizioni elettroforetiche neutre è possibile evidenziare rotture a doppia elica; 
in condizioni alcaline (pH 12,1) si evidenziano le rotture a singolo filamento poiché 
vengono a rompersi i legami H tra le basi azotate. A pH maggiori si possono evidenziare 
anche i siti labili agli alcali che in condizioni di elevato pH (> 13) vanno incontro a rottura. 
Si possono utilizzare diversi parametri per descrivere le comete partendo dal 
presupposto che la lunghezza della coda della cometa è proporzionale al danno subito 
dalla cellula. Tali parametri si determinano con l’ausilio di specifici software collegati ad 
analizzatori di immagini.  
Tale tecnica sperimentale può essere teoricamente applicata a tutti i tipi di tessuti 
dai quali si possa ottenere con facilità una sospensione di cellule isolate. E’ abitualmente 
utilizzata su leucociti umani (POLI ET AL., 1999; SINGH ET AL., 1988), su cellule di emolinfa 
provenienti da molluschi quali Mytilus edulis (MAMACA ET AL., 2005) e Mytilus 
galloprovincialis (MACHELLA ET AL., 2006) o da pesci quali Symphodus melops (MAMACA  
ET AL., 2005), e Cyprinus carpio (BUSCHINI ET AL., 2004).  
In ambito vegetale il Comet test è applicato a cellule estratte da apici radicali o 
foglie di piante superiori. Tra le specie più utilizzate si ricorda: Nicotiana tabacum 
(RESTIVO  ET AL., 2002), Allium cepa (POLI ET AL., 1999), Impatiens balsamina (POLI ET AL., 
1999), Vicia faba (KOPPEN ET VERSCHAEVE, 2001).  
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In questo studio ci si avvale del Comet test, nella versione alcalina, per evidenziare 
le rotture allo scheletro fosfodiesterico del DNA in cellule estratte da apici radicali di Vicia 
faba L. cresciuti su terreni potenzialmente inquinati da sostanze genotossiche. 
 
 
Tradescantia micronuclei test  
 
Il test del micronucleo in Tradescantia (Trad – MCN test), messo a punto negli anni 
settanta, è il più utilizzato tra i sistemi che impiegano cellule in fase meiotica: la 
frammentazione cromosomica indotta da un agente genotossico negli stadi precoci della 
meiosi si osserva a livello della tetrade pollinica tramite la presenza di micronuclei. I 
risultati del test sono espressi come frequenza di micronuclei rapportata al numero di 
tetradi osservate (MNC/100 tetradi). E’ utilizzato per studiare la genotossicità di composti 
chimici, suoli inquinati, acque reflue o a uso potabile e per monitorare gli inquinanti 
gassosi (CASERA ET BLASIOR, 2001). 
In questo studio ci si avvale di tale test per rilevare la presenza di sostanze 
genotossiche aerodisperse.  
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MATERIALI E METODI  
 
COMET TEST 
Specie biomonitor: Vicia faba L. 
 
Vicia faba L. (Fig. 1), comunemente conosciuta come fava, appartiene alla famiglia 
delle Fabaceae. E’ una pianta coltivata annuale, glabra, a fusto eretto, tetragono e 
grosso. I fiori, di 2- 3 cm, sono riuniti in brevi racemi ascellari; il calice è tubuloso e la 
corolla, bianca, è formata da 5 petali disuguali. Il superiore è detto vessillo, mostra 
striature violette o brune ed è molto più lungo degli altri petali. Le foglioline ovali od 
ellittiche sono molto grandi, ottuse, mucronate e carnosette. Le stipole sono grandi, intere 
o dentate. Il frutto è un legume oblungo, molto grande (fino a 15 cm di lunghezza), 
peloso, dapprima verde e carnoso poi nero e coriaceo. I semi, grandi (1-3 cm), 
subrotondi o più o meno schiacciati sono giallognoli, neri o bianchi (ZENARI, 1956). 
La fava, originaria del Medio Oriente, è una delle più antiche piante coltivate: sono 
stati rinvenuti resti dei suoi semi in stazioni dell’età neolitica e del bronzo. E’ menzionata 
da autori antichi, greci e latini, nelle cui opere risulta che la fava costituiva un legume di 
grande importanza sia per la nutrizione dell’uomo che come medicamento contro varie 
malattie interne e della pelle. Dopo l’introduzione del fagiolo la coltura della fava ha subito 
un rapido regresso (DALLA FIOR, 1985).  
 
 
Fig. 1. Vicia faba L. 
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Ho scelto di utilizzare semi di V. faba poiché germinano con facilità, sono 
largamente usati per analizzare la mutagenicità di pesticidi, sostanze cancerogene e 
composti cromati (KOPPEN ET VERSCHAEVE, 1996) e tollerano suoli moderatamente salini, 
con valori di conducibilità elettrica compresi tra 200 e 400 mS/m 
(HTTP://WWW.PLANTSTRESS.COM). Tale caratteristica non è da sottovalutare poiché alcuni 
dei terreni esaminati in questo studio provengono da zone costiere e quindi potrebbero 
contenere considerevoli quantitativi di cloruro di sodio. 
In letteratura, dove specificato, si fa riferimento a V. faba cv 3x white (KOPPEN ET 
VERSCHAEVE, 1996; KOPPEN ET ANGELIS, 1998 ), che è utilizzata negli studi condotti in 
Europa settentrionale. La mia scelta si è orientata, invece, sulla cv Lunga delle cascine 
che dà una buona resa alle nostre latitudini ed è più facilmente disponibile sul mercato. 
 
 
Terreni esaminati 
 
I terreni esaminati in questo studio si suddividono in due gruppi. Nel primo gruppo 
rientrano i terreni saggiati con il Test della Cometa al fine di trovare un terreno idoneo ad 
essere utilizzato come controllo e sono elencati di seguito: 
 
• terriccio universale commerciale (torba, fibre lignee e cellulosiche, 
ammendante, concime organico, N 9%, P 6%, K 14%); 
• terriccio per agrumi commerciale (torba, letame, miscela di materiali vegetali e 
pomice); 
• terreno argilloso proveniente da un prato della pedemontana pordenonese nei 
pressi di Budoia (PN);  
• composta da semi J. Innes formulata dall’omonimo istituto inglese (2 parti di 
argilla proveniente dalla pedemontana pordenonese, 1 parte di torba irlandese 
e 1 parte di sabbia di quarzo); 
• terreno flyshoide proveniente dal Parco di San Giovanni – Trieste, sottoposto 
a biorimedio dal Centro Interdipartimentale di Gestione e Recupero 
Ambientale (CIGRA) di Trieste. L’analisi chimica è riportata in Tab. 2.
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Contaminante Concentrazione (mg/Kg)  
Limite di legge per i suoli ad uso 
residenziale (mg/Kg)                
(D.Lgs 3-4-2006) 
Arsenico 6.46 20.00 
Bario  159.32 - 
Cadmio  0.40 2.00 
Cerio 26.44 - 
Cobalto  16.86 20.00 
Cromo 61.09 150.00 
Rame  94.36 120.00 
Lantanio  8.41 - 
Manganese 833.29 - 
Molibdeno  0.57 - 
Nichel 98.47 120.00 
Piombo 67.39 100.00 
Antimonio 6.02 10.00 
Selenio  0.55 3.00 
Titanio  12.25 - 
Vanadio 66.97 90.00 
Zinco 144.10 150.00 
Naphthalene  0.0787 - 
Acenaphthylene  0.0031 - 
Acenaphthene  0.0017 - 
Fluorene  0.0075 - 
Phenanthrene 
 
0.0934 - 
Anthracene  
 
0.0498 - 
Fluoranthene  
 
0.2927 - 
Pyrene  
 
0.2724 5.00 
Benzo[a]anthracene  
 
0.1670 0.50 
Chrysene  
 
0.1778 5.00 
Benzo[b+k]fluoranthene 
 
0.3254 0.50 
Benzo[e]pyrene  
 
0.1322 - 
Benzo[a]pyrene  
 
0.1479 0.10 
Indeno[123-cd]pyrene  
 
0.0820 0.10 
Dibenzo[ah]antracene  
 
0.0386 0.10 
Benzo[ghi]perylene  0.1291 0.10 
Tab. 2. Concentrazioni di metalli pesanti e di idrocarburi policiclici aromatici nel terreno flyshoide sottoposto a 
biorimedio, proveniente dal Parco di S. Giovanni – Trieste. Nella terza colonna sono elencate le concentrazioni 
soglia di contaminazione che rientrano nella normativa per i suoli ad uso residenziale (D.Lgs 3-4-2006). 
 
Al secondo gruppo appartengono i terreni analizzati tramite il Test della Cometa al 
fine di provarne la compromissione e sono i seguenti: 
• terreno proveniente da un carotaggio eseguito sul litorale di Muggia (TS) in un 
sito denominato “Acquario”.  
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• terreno proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa (UD) compromesso dalla 
presenza di metalli pesanti; 
• terreno proveniente dal Parco di San Giovanni (TS) con pesante contaminazione 
organica. 
Per quanto riguarda il sito denominato Acquario, il carotaggio è stato eseguito in 
data 19/12/2008 dal Centro Interdipartimentale di Gestione e Recupero Ambientale 
(CIGRA) di Trieste, nell’ambito di un progetto di caratterizzazione e messa in sicurezza 
del terrapieno artificiale costituito da materiale d’incerta origine (Fig. 2). 
 
Fig. 2. Sito denominato Acquario, sul litorale muggesano (TS), dal quale provengono i campioni SC-
12A, SC-12B e SC-12C esaminati con il Test della Cometa. 
 
I campioni sono: SC-12A, SC-12B, SC-12C. La sigla SC indica che il carotaggio è 
avvenuto in zona costiera, il numero 12 fa riferimento al sito campionato e le lettere ‘A’, 
‘B’, ‘C’ si riferiscono alle tre profondità di campionamento (‘A’: piano di campagna, ‘B’ un 
metro di profondità rispetto a ‘A’, ‘C’ livello di marea). Dal punto di vista chimico sono stati 
caratterizzati dal laboratorio Gruppo Veritas S.p.A. di Fusina (Venezia) e i risultati sono 
stati validati da ARPA FVG, Dipartimento di Trieste (Tab. 3, Tab. 4, Tab. 5). 
Il campione SC-12A (Lat. 45° 36’ 35.8’’, Long. 13° 43’ 57.2’’) è dato da terreno 
eterogeneo, composto da matrice fine argilloso - limosa con scarsi clasti di dimensioni 
variabili. Colore della matrice: 2.5 Y 4/4 olive brown (Fig. 3). 
Il campione SC-12B (Lat. 45° 36’ 35.8’’, Long. 13° 43’ 57.2’’) è composto da 
matrice fine argilloso – limoso – siltosa con abbondanti clasti di dimensioni variabili da 
centimetriche a decimetriche. Colore della matrice: 2.5 Y 4/3 olive brown (Fig. 3). 
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L’ultimo campione (SC-12C: Lat. 45° 36’ 35.8’’, Long. 13° 43’ 57.2’’) è composto da 
terreno e sedimento marino di consistenza argilloso – siltosa, di colore grigio – verde, con 
clasti litologicamente differenziati e presenti in modo discontinuo. Colore della matrice: 5 
Y 4/2 olive gray (Fig. 3). 
 
Fig. 3. Campioni di suolo provenienti dal carotaggio effettuato nel sito Acquario – Muggia (TS). 
 
Contaminante SC-12A 
(mg/Kg) 
SC-12B 
(mg/Kg) 
SC-12C 
(mg/Kg) 
Limite di legge per i suoli ad 
uso residenziale (mg/Kg)   
(D.Lgs 3-4-2006) 
Arsenico 8.00 16.30 38.50 20.00 
Cadmio 1.00 0.90 0.90 2.00 
Cobalto 24.00 14.00 13.00 20.00 
Cromo  64.00 39.00 34.00 150.00 
Mercurio - 1.40 5.80 1.00 
Nichel 89.00 67.00 57.00 120.00 
Piombo 21.00 48.00 100.00 100.00 
Rame 40.00 49.00 73.00 120.00 
Zinco 112.00 130.00 258.00 150.00 
Tab. 3. Contaminazione da metalli pesanti rilevata nel sito Acquario – Muggia. Nella terza colonna, per ogni 
contaminante, sono elencati i limiti di legge per i suoli residenziali (D.Lgs 3-4-2006).  
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Contaminante 
SC-12A 
(mg/Kg) 
SC-12B 
(mg/Kg) 
SC-12C 
(mg/Kg) 
Limite di legge per i suoli ad 
uso residenziale (mg/Kg)  
(D.Lgs 3-4-2006) 
2-MOCB (PCB 1) 3,00 2,00 2,00 0,10 
4-MOCB (PCB 3) 6,00 6,00 6,00 _ 
2,2'-DiCB (PCB 4) 6,00 5,00 3,00 _ 
4,4'-DiCB (PCB 15) 7,00 13,00 7,00 _ 
2,2',6-TriCB (PCB 19) I.L.R. I.L.R 2,00 _ 
3,4,4'-TriCB (PCB 37) 6,00 17,00 51,00 _ 
2,2',6,6'-TeCB (PCB 54) I.L.R. I.L.R I.L.R _ 
2,2',4,6,6'-PeCB (PCB 104) I.L.R. I.L.R I.L.R _ 
2,2',4,4',6,6'-HxCB (PCB 155) I.L.R. I.L.R I.L.R _ 
2,2',3,3',4,4',5-HpCB (PCB 
170) 117,00 1110,00 759,00 _ 
2,2',3,4,4',5,5'-HpCB (PCB 
180) 182,00 1750,00 1069,00 _ 
2,2',3,4',5,6,6'-HpCB (PCB 
188) I.L.R. I.L.R I.L.R _ 
2,2',3,3',5,5',6,6'-OcCB (PCB 
202) 13,00 94,00 20,00 _ 
2,3,3',4,4',5,5',6-OcCB (PCB 
205) 2,00 18,00 6,00 _ 
2,2',3,3',4,4',5,5',6-NoCB 
(PCB 206) 10,00 37,00 6,00 _ 
2,2',3,3',4,5,5',6,6'-NoCB 
(PCB 208) 29,00 132,00 19,00 _ 
DeCB (PCB 209) 29,00 37,00 10,00 _ 
3,3',4,4'-tetraclorobifenile 
(PCB 77) 5,00 22,00 157,00 _ 
3,4,4',5-tetraclorobifenile 
(PCB 61) I.L.R. I.L.R 2,00 _ 
2,3,3',4,4'-pentaclorobifenile 
(PCB 105) 154,00 876,00 480,00 _ 
2,3,4,4',5-pentaclorobifenile 
(PCB 114) 8,00 46,00 32,00 _ 
2,3',4,4',5-pentaclorobifenile 
(PCB 116) 336,00 1844,00 8908,00 _ 
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2',3,4,4',5-pentaclorobifenile 
(PCB 123) 9,00 73,00 381,00 _ 
3,3',4,4',5-pentaclorobifenile 
(PCB 126) 2,00 6,00 2,00 _ 
2,3,3',4,4',5-esaclorobifenile 
(PCB 156) 71,00 395,00 332,00 _ 
2,3,',4,4',5'-esaclorobifenile 
(PCB 157) 18,00 107,00 80,00 _ 
2,3',4,4',5,5'-esaclorobifenile 
(PCB 167) 32,00 181,00 98,00 _ 
3,3',4,4',5,5'-esaclorobifenile 
(PCB 169) 4,00 I.L.R I.L.R _ 
2,3,3',4,4',5,5'-
eptaclorobifenile (PCB 189) I.L.R. 36,00 30,00 _ 
MonoCB TOTALI 16,00 15,00 14,00 _ 
DiCB TOTALI 157,00 135,00 112,00 _ 
TriCB TOTALI 89,00 169,00 1100,00 _ 
TetraCB TOTALI 342,00 1456,00 20120,00 _ 
PentaCB TOTALI 1916,00 11630,00 50860,00 _ 
EsaCB TOTALI 1643,00 12310,00 22500,00 _ 
EptaCB TOTALI 613,00 5643,00 4033,00 _ 
OctaCB TOTALI 141,00 1783,00 416,00 _ 
NonaCB TOTALI 45,00 205,00 26,00 _ 
PCB TOTALI I.L.R. 0.03 0.10 0.06 
Tab. 4. Contaminazione da PCB rilevata nel sito Acquario – Muggia. Nella terza colonna per ogni contaminante 
sono elencati, in caso di superamento, i limiti di legge per i suoli residenziali (D.Lgs 3-4-2006).  
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Contaminante  SC-12A 
(mg/Kg) 
SC-12B 
(mg/Kg) 
SC-12C 
(mg/Kg) 
Limite di legge per i suoli ad uso 
residenziale (mg/Kg)  (D.Lgs 3-4-
2006) 
Acenaftilene I.L.R. 0,03 0,04 _ 
Acenaftene 0,02 0,14 0,18 _ 
Fluorene 0,01 0,11 0,22 _ 
Fenantrene 0,23 1,95 2,25 _ 
Antracene 0,03 0,27 0,50 _ 
Fluorantene 0,36 2,83 3,22 _ 
Pirene 0,27 2,29 2,52 _ 
Benzo(a)antracene 0,15 1,11 1,27 0.50 
Crisene 0,14 1,00 1,09 5.00 
Benzo(b)fluorantene 0,19 1,38 1,45 0.50 
Benzo(k)fluorantene 0,07 0,48 0,48 0,50 
Benzo(a)pirene 0,05 0,65 0,77 0,10 
Indeno(1,2,3,c,d)pirene 0,08 0,56 0,61 0,10 
Dibenzo(a,h)antracene 0,02 0,16 0,19 0,10 
Benzo(g,h,i)perilene 0,06 0,47 0,50 0,10 
Dibenzo(a,e)pirene I.L.R. 0,12 0,13 0,10 
Dibenzo(a,i)pirene I.L.R. 0,18 0,17 0,10 
Dibenzo(a,h)pirene I.L.R. I.L.R 0,10 0,10 
Tab. 5. Contaminazione da IPA rilevata nel sito Acquario – Muggia. Nella terza colonna per ogni contaminante 
sono elencati, in caso di superamento, i limiti di legge per i suoli residenziali (D.Lgs 3-4-2006)  
 
Il terreno proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa (UD) è stato messo a 
disposizione dal dott. Luca Marchiol (Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali – 
Università di Udine). 
L’industria Caffaro, inaugurata nel 1938, si è occupata, negli anni, di estrazione di 
cellulosa tessile da canna gentile (Arundo donax L.) coltivata nelle campagne circostanti, 
produzione di materie prime per il nailon, di produzione di soda-cloro e derivati. Dalla fine 
degli anni ’90 si è concentrata sulla chimica fine e specialistica (Fig. 4). 
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Fig. 4. Area Caffaro – Torviscosa (UD) dalla quale proviene il terreno con contaminazione da metalli 
pesanti esaminato con il test della Cometa.  
 
Il terreno di questo sito mostra una contaminazione da metalli pesanti (Tab. 6). E’ 
costituito dal 56.4% di sabbia, 26.6% di limo e 17.0% di argilla. 
Contaminante Concentrazione  
Limite di legge per i suoli ad uso 
residenziale                             
(D.Lgs 3-4-2006) 
Fe totale (%) 6.38 - 
Zinco (mg/Kg) 797±29 150.00 
Cadmio (mg/Kg) 3.88±0.19 2.00 
Rame (mg/Kg) 1.297±35 120.00 
Piombo (mg/Kg) 133±4.7 100.00 
Tallio (mg/Kg) 30±2 1.00 
Arsenico (mg/Kg) 172±9.34 20.00 
Tab. 6. Concentrazioni di metalli pesanti nel terreno proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa. Nella terza 
colonna per ogni contaminante sono elencati, in caso di superamento, i limiti di legge per i suoli residenziali 
(D.Lgs 3-4-2006).  
 
Il terzo terreno contaminato esaminato in questo studio proviene dal comprensorio 
dell’ex Ospedale Psichiatrico di San Giovanni di Trieste. 
Il prelievo di materiale superficiale è stato eseguito, in data 28/05/2010, in 
corrispondenza di un sito, denominato N6 (Fig. 5), che si è mostrato particolarmente 
compromesso dalla presenza di contaminanti organici. In Tab. 7 sono riportate le analisi 
chimiche effettuate dal CIGRA (Centro Interdipartimentale di Gestione e Recupero 
Ambientale dell’Università degli Studi di Trieste). 
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Fig. 5. Sito di campionamento N6 all’interno dell’area dell’ex Ospedale Psichiatrico di San Giovanni (TS) 
dal quale proviene il terreno con contaminazione organica esaminato con il test della Cometa. 
 
Contaminante  
Concentrazione 
(mg/Kg)  
Limite di legge per i suoli ad uso 
residenziale (mg/Kg)            
(D.Lgs 3-4-2006) 
Stagno 4.70 1.00 
Mercurio 2.70 1.00 
Rame 1056.00 120.00 
Benzo(a)antracene 22.50 0.50 
Benzo(a)pirene 20.20 0.10 
Benzo(b)fluorantene 14.40 0.50 
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Benzo(k)fluorantene 8.10 0.50 
Benzo(g,h,i)perilene 17.10 0.10 
Crisene 13.60 5.00 
Dibenzo(a,e)pirene 2.80 0.10 
Dibenzo(a,l)pirene 3.20 0.10 
Dibenzo(a,i)pirene 5.70 0.10 
Dibenzo(a,h)pirene 4.30 0.10 
Dibenzo(a,h)antracene 27.40 0.10 
Indenopirene 3.80 0.10 
Pirene 74.80 5.00 
DDD, DDT, DDE 1.40 0.01 
PCB 2.50 0.06 
Idrocarburi pesanti C>12 118.00 50.00 
Tab. 7. Contaminanti del sito N6 all’interno dell’area dell’ex Ospedale Psichiatrico di San Giovanni (TS). Nella 
terza colonna per ogni contaminante sono elencati, in caso di superamento, i limiti di legge per i suoli 
residenziali (D.Lgs 3-4-2006).  
 
 
Germinazione 
 
In una prima fase sperimentale i semi di V. faba, lasciati in imbibizione per 24 ore 
al fine di accelerarne la germinazione, sono stati fatti crescere in capsule Petri del 
diametro di 15 cm (Fig. 6). Ogni capsula contiene 22.5 g di sabbia di quarzo come 
materiale inerte per il controllo, 1 disco di carta bibula, 20 ml di acqua distillata sterile e 
8/10 semi di V. faba (protocollo UNICHIM Metodo 1651-2003). Le capsule sono 
conservate in un termostato a temperatura costante per 5 giorni. Nel caso in cui si voglia 
saggiare la contaminazione di un terreno, la sabbia di quarzo va sostituita con il terreno 
da esaminare.  
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Fig. 6. Semi di Vicia faba in germinazione all’interno di una capsula Petri. 
 
Ho effettuato alcune prove al fine di stabilire quale potesse essere l’intervallo di 
temperatura più consono alla germinazione: dopo 5 giorni a 10-12°C germina il 76% dei 
semi presentando una lunghezza media degli apici radicali di 11.60 mm; a 14-16°C la 
percentuale di germinazione sale fino all’89% con una lunghezza media degli apici di 
17.36 mm;  a 20-22°C la percentuale di germinazione si mantiene intorno all’89%, ciò che 
varia è la lunghezza media degli apici che raggiunge 20.84 mm (a questo intervallo di 
temperatura fanno la loro comparsa alcune muffe); a 22-24°C la percentuale di 
germinazione rimane elevata (88%) ma lo sviluppo di muffe diventa imponente, tanto da 
non permettere la misurazione degli apici radicali. L’intervallo di temperatura che si è 
rivelato, quindi, più consono alla germinazione, tenendo in considerazione la comparsa 
delle muffe, è pari a 20-22°C.  
La metodologia appena descritta non prevede il contatto diretto tra l’apice radicale 
di V. faba e il terreno potenzialmente contaminato.  Il seme germinante riceve l’acqua, e i 
soluti in essa disciolti, per capillarità.  Queste condizioni espongono potenzialmente i 
risultati ad una serie di artefatti poiché non tengono conto che la parte apicale delle radici 
interagisce in modo molto complesso con la rizosfera. L’apice radicale, infatti, è in grado 
di secernere ioni e molecole alcuni dei quali hanno lo specifico compito di aumentare la 
solubilizzazione di taluni minerali del suolo, migliorando la nutrizione minerale della 
pianta. Inoltre i nutrienti presenti nel suolo entrano in contatto con la radice anche grazie 
ai movimenti della radice stessa verso di essi durante il suo accrescimento.  Sulla base di 
queste considerazioni è stato ritenuto interessante verificare le eventuali differenze tra i 
risultati di Comet test effettuati su apici radicali cresciuti su carta bibula (protocollo 
standard) e di Comet test effettuati, alle medesime condizioni sperimentali, su apici 
radicali germinati a diretto contatto con il terreno ed immersi in esso. I semi, quindi, sono 
stati sistemati in vasi di vetro del diametro di 5 cm contenenti il terreno da testare e 2 
semi di V. faba (Fig. 7).  
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Fig. 7. Semi di Vicia faba in germinazione all’interno di un vaso di vetro. 
 
In questo caso i tempi di germinazione sono più lunghi: per ottenere un apice di V. 
faba di 1.5 – 2 cm sono necessari almeno 20 giorni. Per confrontare i risultati che si 
ottengono con le due metodologie è importante che i tempi di esposizione ai terreni 
contaminati siano gli stessi. Tuttavia lasciare i semi su capsule Petri per 20 giorni porta 
allo sviluppo di abbondanti muffe che compromettono la riuscita del test. Per ovviare a 
questo problema tutti i semi vengono inizialmente lasciati germinare in capsule Petri, su 
sabbia di quarzo preventivamente sterilizzata. Nelle capsule Petri gli apici germinano più 
velocemente che in terra. Dopo 4 giorni i semi germinanti vengono spostati nei vasi di 
vetro o in altre capsule Petri contenenti i terreni contaminati e lasciati in esposizione per 
10 giorni. Con questo accorgimento si rispettano le tempistiche di esposizione e si limita 
la comparsa delle muffe.  
 
 
Protocollo  
 
Il protocollo seguito in questo studio è stato elaborato partendo da quello usato 
presso l’Università degli Studi del Piemonte Orientale (sede di Alessandria) dalla dott.ssa 
Patrizia Cesaro (comunicazione personale), confrontandolo con i lavori di Singh et al. 
(1988) e Tice et al. (2000) e prevede l’utilizzo dei reagenti elencati in Tab. 8.  
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Reagente Composizione 
Agarosio a normale punto 
di fusione 
1% Agarose NEEO (Roth) 
Agarosio a basso punto di 
fusione 
1% Agarose Low Melt (Roth) 
Soluzione di della parete 
0.1 M acido citrico (Sigma) 
0.5 % Tween 20 (Sigma) 
Soluzione di lisi della 
membrana cellulare  
(pH 10) 
2.5 M NaCl (Carlo Erba) 
100mM Na2EDTA (Sigma) 
10 mM Trizma base (Sigma) 
0.1 M NaOH (Sigma) 
Tampone pH>13 per 
elettroforesi 
300 mM NaOH (Sigma) 
1 mM Na2EDTA (Sigma) 
Soluzione di 
neutralizzazione 
0.4 M Tris HCl (Sigma) 
Alcool etilico 70% Alcool etilico (Euroclone) 
Sonda fluorescente FLUOplus DNA stain (IKZUS Environment) 
Tab. 8. Reagenti utilizzati per eseguire il Comet test. 
 
Le fasi del test si possono schematizzare come segue: 
• Preparazione dei vetrini con gel di agarosio 
• Estrazione dei nuclei dagli apici radicali di V. faba 
• Precorsa 
• Elettroforesi 
• Osservazione al microscopio a fluorescenza 
• Analisi delle comete 
• Analisi dei dati 
E’ estremamente importante eseguire le fasi del protocollo in condizioni di scarsa 
illuminazione o sotto luce gialla e a basse temperature, nonché utilizzare reagenti 
purissimi. Luce e calore, infatti, danneggiano il DNA. Per tali motivi tutte le operazioni si 
conducono sotto luce gialla e mantenendo vetreria e reagenti a 4°C fino al loro utilizzo, 
allo scopo di evitare un danno aggiuntivo allo scheletro fosfodiesterico. 
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Preparazione dei vetrini con gel di agarosio 
La preparazione dei vetrini segue il protocollo elaborato da Tice et al. (2000). 
Vetrini portaoggetti molati con banda smerigliata per la siglatura sono lasciati in alcool 
etilico al 96% overnight. Ogni vetrino viene passato sulla fiamma di un Bunsen al fine di 
far evaporare l’alcool. Viene poi immerso in una soluzione all’1% di agarosio a normale 
punto di fusione che deve essere mantenuta ad una temperatura compresa tra 50 e 60° 
C. I vetrini si lasciano asciugare per almeno 24 ore, su una superficie piana e a 
temperatura ambiente, dopo aver ripulito dal gel in eccesso la parte inferiore del vetrino. 
Tale strato di agarosio permette agli strati successivi  di attaccarsi in modo ottimale.  
 
Estrazione dei nuclei dagli apici radicali di V. faba 
Gli apici radicali ottenuti dalla germinazione dei semi di V. faba della lunghezza di 
circa 1.5 – 2 cm vengono recisi e tagliuzzati con delle lamette al fine di ottenere un 
impasto omogeneo. Questo si pone in incubazione al buio con 1.5 – 1.8 ml di soluzione 
di lisi (acido citrico e Tween 20) per 40 minuti a 4°C.  La soluzione contenente i nuclei va 
filtrata con filtri CellTrics® da 20 µm al fine di separare le cellule dal resto del materiale 
presente negli apici. Si prelevano 10 µl di tale soluzione  e si versano in una provetta 
Eppendorf  (1.5 ml) contenente 70 µl di gel di agarosio all’1% a basso punto di fusione. 
Per essere utilizzabile il gel deve presentarsi allo stato liquido. E’ necessario mantenerlo 
ad una temperatura sufficientemente alta affinché si sciolga ma non troppo elevata 
poiché il calore potrebbe danneggiare ulteriormente lo scheletro fosfodiesterico del DNA. 
Per tale motivo è importante stabilizzarlo a una temperatura compresa tra 37 e 42°C. Le 
cellule così inglobate nel gel si seminano sul vetrino portaoggetti preventivamente trattato 
con gel di agarosio a normale punto di fusione. I vetrini vengono posti a 4°C per 10 minuti 
al fine di far solidificare il gel. La sospensione di nuclei si copre successivamente con un 
altro strato di gel a basso punto di fusione. I vetrini così ottenuti si incubano al buio e a 
4°C overnight, immersi nella soluzione che permette la lisi della membrana cellulare.  
 
Precorsa 
Al termine della fase di lisi si esegue la precorsa: i vetrini con i tre strati di gel di 
agarosio si incubano per 10 minuti , al buio e a 4°C , nella soluzione tampone preparata 
fresca e mantenuta a 4 °C. Questa fase favorisce lo svolgimento del DNA prima 
dell’elettroforesi (MCKELVEY-MARTIN ET AL., 1993). 
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Elettroforesi 
Tale fase si conduce in condizioni alcaline, a pH>13. Si utilizza la vaschetta 
elettroforetica Bio Rad Wide Mini Sub Cell collegata all’alimentatore Bio Rad 1000/5000 e 
sistemata all’interno di una vasca, contenete ghiaccio. Quest’ultimo accorgimento 
permette al tampone di rimanere freddo durante la corsa (Fig. 8). 
 
Fig. 8. Vaschetta elettroforetica Bio Rad Wide Mini Sub Cell, utilizzata per l’elettroforesi. La vaschetta è 
immersa in ghiaccio per mantenere freddo il tampone durante la corsa. 
 
Si effettua una corsa elettroforetica della durata di 40 minuti a 15V e 300mA. I 
vetrini si sistemano sulla piastra elettroforetica, immersi nella soluzione tampone. In 
questa fase si permette al DNA, carico negativamente, di migrare verso il polo positivo. 
La velocità di migrazione dipende dal peso molecolare: i frammenti di DNA piccoli 
migrano più rapidamente attraverso la matrice di agarosio rispetto ai frammenti di elevate 
dimensioni. Si allontaneranno, quindi, maggiormente dal catodo formando la tipica scia 
che, previa colorazione, si osserverà al microscopio.  
Terminata la corsa i vetrini vanno tolti dalla cella e neutralizzati con un lavaggio di 
10 minuti con la soluzione di neutralizzazione fredda. 
In seguito si fissano con alcol etilico al 70% per poi passare alla colorazione con la 
sonda fluorescente del kit IKZUS, in grado di legarsi al DNA permettendone 
l’osservazione al microscopio a fluorescenza.  
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Osservazione al microscopio a fluorescenza 
I vetrini si osservano con un Microscopio ad Epifluorescenza Nikon Eclipse E 800 
dotato di filtro per fluoresceina, provvisto di fotocamera digitale Nikon Digital Camera 
DXM 1200 collegata al software Nikon ACT-1 2.00 che permette la realizzazione delle 
foto. Le immagini si acquisiscono in bianco e nero, con la coda della cometa orientata 
verso destra e si salvano in formato bitmap.  
In caso di frammentazione del DNA, dovuta alla presenza di agenti mutageni, i 
nuclei non si presentano in forma compatta e tondeggiante (Fig. 9) bensì mostrano una 
cometa di lunghezza più o meno estesa  che rappresenta il danno subito dal DNA (Fig. 
10). 
 
 
 
Fig. 9. Nuclei di Vicia faba osservati al microscopio ottico dopo la corsa elettroforetica. I nuclei hanno 
una forma tondeggiante, indice di scarso danno al DNA.  
10 µm 
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Fig. 10. Nuclei di Vicia faba osservati al microscopio ottico, dopo la corsa elettroforetica. I nuclei hanno 
una forma allungata, indice di elevato danno al DNA.  
 
Analisi delle comete 
Le immagini al microscopio si analizzano con un programma apposito (Comet 
Score, di proprietà della TriTek Corporation) in grado di calcolare i parametri mostrati in 
Fig. 11 e Tab. 9. 
Per ciascun trattamento si analizzano un vetrino e una replica fino a raggiungere 
non meno di 80 nuclei.    
 
Fig. 11. Parametri analizzati dal software Comet Score. 
 
 10 µm 
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Parametro Descrizione 
Lunghezza della cometa 
Numero di pixel dalla testa alla coda, in 
direzione orizzontale 
Altezza della cometa 
Numero massimo di pixel in direzione 
verticale 
Area della cometa Numero di pixel totali della cometa 
Intensità della cometa 
Somma dei valori di intensità di 
fluorescenza della cometa 
Diametro della testa 
Numero di pixel che coprono il diametro 
della testa della cometa 
Area della testa 
Numero di pixel totali della testa della 
cometa 
Intensità della testa 
Somme dei valori di intensità di 
fluorescenza della testa della cometa 
Percentuale di DNA nella testa 
Rapporto tra l’intensità di fluorescenza 
totale della testa della cometa e l’intensità 
di fluorescenza totale della cometa 
Lunghezza della coda della cometa 
Numero di pixel della coda della cometa, in 
direzione orizzontale 
Area della coda della cometa 
Numero di pixel totali nella coda della 
cometa 
Intensità della coda della cometa 
Somma dei valori di intensità di 
fluorescenza della coda della cometa 
Percentuale di DNA nella coda 
Rapporto tra l’intensità di fluorescenza 
totale della coda della cometa e l’intensità 
di fluorescenza totale della cometa 
Tail Moment 
Prodotto tra l’intensità di fluorescenza 
relativa alla coda e la sua lunghezza 
Olive Moment 
Prodotto tra la percentuale di DNA migrato 
e distanza tra la testa e il cento di massa 
del DNA nella coda 
Tab. 9. Parametri analizzati dal software Comet Score e relativo significato. 
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I parametri che saranno esaminati in questo studio sono: lunghezza della coda 
della cometa, percentuale di DNA nella coda della cometa, Tail moment e Olive moment. 
 
Analisi dei dati 
L’elaborazione dei dati è stata eseguita con l’ausilio del software di statistica “R”, 
versione 2.9.3 ed è stato applicato il test U di Mann–Whitney.  
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TRADESCANTIA MICRONUCLEI TEST  
Specie biomonitor: Tradescantia clone # 4430 
 
Il genere Tradescantia appartiene alla famiglia delle Commelinaceae ed è 
originario delle aree tropicali e subtropicali. Il clone maggiormente utilizzato per gli studi 
di genotossicità è il clone # 4430 che si ottiene dall’incrocio di T. subacaulis e T. 
hirsutiflora. Tale clone è sterile, quindi geneticamente stabile, e ha un aspetto erbaceo 
con un’infiorescenza a spiga composta da 16 – 20 fiori di colore blu o blu porpora ( 
Fig. 12). I fiori, ermafroditi, hanno 3 sepali, 3 petali, un pistillo e 6 stami. Le foglie 
sono parallelinervie e il frutto è una capsula. L’altezza media della pianta è di 30 – 40 cm 
(Fig. 13). 
 
 
Fig. 12. Tradescantia clone # 4430: 
singolo fiore con boccioli sottostanti. 
 
Fig. 13. Tradescantia clone # 4430: foglie. 
 
Alcune prove del test sono state effettuate anche su specie comunemente 
reperibili alle nostre latitudini  e precisamente su: 
• T. fluminensis (Fig. 14) 
• T. pallida (Fig. 15) 
• T. andersoniana var. Beatrice (Fig. 16) 
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Fig. 14. Tradescantia fluminensis utilizzata in alcune prove del Tradescantia micronuclei test. 
 
 
Fig. 15. Tradescantia pallida utilizzata in 
alcune prove del Tradescantia micronuclei 
test. 
 
 
Fig. 16. Tradescantia andersoniana var. 
Beatrice utilizzata in alcune prove del 
Tradescantia micronuclei test. 
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Area esaminata 
 
In questo studio la specie biomonitor è stata esposta in un sito che, da un lavoro 
precedente, sviluppato nell’ambito del Dottorato di ricerca in Metodologie di 
Biomonitoraggio dell’Alterazione Ambientale dal dott. Falomo (comunicazione personale), 
aveva le concentrazioni aerodisperse più elevate di IPA tra i 22 testati nella provincia di 
Trieste. Il sito in oggetto è ubicato in Piazza Garibaldi, in corrispondenza della statua 
della Madonna D’Oro, nel centro di Trieste (Fig. 17). 
 
 
Fig. 17. Piazza Garibaldi – Trieste: sito nel quale sono state esposte le infiorescenze del clone # 4430 
di Tradescantia.  
 
 
Coltivazione  
 
Una decina di esemplari del clone mi sono stati gentilmente forniti dalla dott.ssa 
Maddalena Casera del Laboratorio Biologico dell’Agenzia Provinciale per la Protezione 
dell’Ambiente e la Tutela del Lavoro di Laives (BZ). Inizialmente ho coltivato e 
moltiplicato il clone al fine di ottenere un numero adeguato d’infiorescenze da utilizzare 
nelle esposizioni. Le piante sono state fatte crescere su terriccio comune misto a sabbia, 
in vasi di 12 cm, annaffiate regolarmente, fertilizzate 2 volte al mese e separate, nei mesi 
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primaverili ed estivi, ogni 8 settimane circa (KNASMULLER ET AL. 2003). La fase di 
coltivazione ha richiesto un lungo periodo di rodaggio al fine di trovare le condizioni 
ottimali che permettessero alla specie di crescere in modo rigoglioso e soprattutto di 
fiorire. Dall’ottobre 2007 al maggio 2008 le piante sono state mantenute all’interno di una 
serra dell’Orto Botanico dell’Università degli Studi di Trieste, a una temperatura di 24°C 
sotto una lampada a fluorescenza (Gavita Super Agro 400 watt) con un fotoperiodo di 16 
ore di luce e 8 di buio (Fig. 18). In tali condizioni gli esemplari hanno superato l’inverno 
ma la loro fioritura è stata stentata.  
 
 
Fig. 18. Tradescantia clone # 4430 mantenuto, a 24° C, nella serra dell’Orto Botanico dell’Università 
degli Studi di Trieste, sotto una lampada a fluorescenza che riproduce un fotoperiodo di 16 ore di luce e 
8 di buio. 
 
 
Dal mese di maggio 2008 a quello di ottobre 2008 i cloni sono stati conservati 
all’esterno, in una zona dell’Orto Botanico particolarmente soleggiata, mantenuti in una 
gabbia a maglie di 1 cm per preservarli da eventuali manomissioni o attacchi di piccoli 
mammiferi (Fig. 19). La posizione si è rilevata abbastanza consona alla fioritura.  
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Fig. 19. Tradescantia clone # 4430 mantenuto all’esterno, in un’area particolarmente soleggiata 
dell’Orto Botanico dell’Università degli Studi di Trieste. 
 
 
Protocollo  
 
Per l’esecuzione del saggio si è seguita la metodica descritta da Ma et al. (1994) 
che prevede l’utilizzo dei reagenti elencati in Tab. 10. 
Reagente Composizione 
Soluzione di Carnoy Acido acetico /etanolo (1:3) 
Etanolo 70% etanolo, 30% acqua  
Aceto - carminio 1% carminio, 45% acido acetico, 54% acqua bi-distillata 
Tab. 10. Reagenti utilizzati per la fissazione e la colorazione del contenuto delle antere. 
 
Una quindicina d’infiorescenze del clone vengono prelevate ed esposte per 24 ore 
nei siti da monitorare, con gli steli immersi in un becker contenente acqua. 
Parallelamente si espongono altrettante infiorescenze in un sito considerato non 
contaminato che funge da controllo.  
Al tempo di esposizione si fa seguire un periodo di 24 ore, detto “recovery time”, 
durante il quale le infiorescenze sono mantenute all’interno. Tale periodo permette alle 
cellule all’interno delle antere di raggiungere lo stadio di tetrade. 
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Trascorso questo periodo le infiorescenze vengono fissate in una soluzione di 
acido acetico ed etanolo (Soluzione di Carnoy) e quindi conservate  in etanolo al 70%, a 
4° C, fino all’osservazione al microscopio ottico. 
 
Preparazione dei vetrini 
Si prelevano i boccioli (Fig. 20) situati alla base dell’infiorescenza (Fig. 21) e si 
isolano le antere (Fig. 22). 
 
Fig. 20. Tradescantia clone # 4430: singolo bocciolo lungo 7 mm. 
 
 
Fig. 21. Tradescantia clone # 4430: stadio di sviluppo dell'infiorescenza utile per il test. 
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Fig. 22. Tradescantia clone # 4430: antere isolate. 
 
Il contenuto delle antere si colora con aceto – carminio, si pone su un vetrino 
portaoggetti, si copre con un vetrino coprioggetti, si schiaccia delicatamente con il palmo 
della mano interponendo un foglio di carta assorbente e si osserva al microscopio ottico. 
Il procedimento è riassunto in Fig. 23. 
 
Fig. 23. Illustrazione, passo dopo passo, del protocollo per l’esecuzione di Tradescantia micronuclei test 
(modificato da MA ET AL., 1994) 
1 mm 
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Si evidenziano così le tetradi polliniche contenute nelle antere in questo stadio di 
sviluppo. Al microscopio ottico si contano le tetradi polliniche (Fig. 24) e gli eventuali 
micronuclei (Fig. 25) localizzati accanto al nucleo cellulare (CASERA E BLASIOR, 2001), 
conseguenti alle rotture cromosomiche che si verificano nelle cellule esposte ad agenti 
genotossici durante lo stadio di Profase I. Per ciascun campione si osservano almeno 5 
preparati e per ciascun preparato si contano almeno 300 tetradi. I risultati del test sono 
espressi come frequenza di micronuclei rapportata al numero di tetradi osservate 
(MNC/100 tetradi). 
 
 
Fig. 24. Tetrade pollinica osservata al 
microscopio ottico, previa colorazione con 
aceto-carminio. 
 
Fig. 25. Micronucleo, a livello della tetrade 
pollinica, osservato al microscopio ottico, 
previa colorazione con aceto-carminio. 
30 µm 30 µm 
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RISULTATI  
 
COMET TEST 
Terreno di controllo 
 
Al fine di trovare un terreno idoneo a essere usato come controllo, ho applicato il 
test della Cometa su apici radicali di Vicia faba cresciuti su diverse tipologie di terreno, 
commerciale e non. Per ogni terreno, il danno al DNA è stato confrontato con quello 
subito da apici radicali cresciuti su sabbia di quarzo sterile.  
I parametri esaminati sono: lunghezza della coda della cometa, percentuale di 
DNA nella coda della cometa, Tail moment e Olive moment.  
Capsule Petri 
Per i seguenti terreni il test è stato applicato seguendo la metodologia di 
germinazione in capsule Petri: 
• terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese (Budoia – PN); 
• composta da semi J. Innes; 
• terreno flyshoide proveniente dal Parco di San Giovanni – Trieste, sottoposto 
a biorimedio. 
Qui di seguito sono rappresentati, in box plot, i risultati ottenuti: 
 
Fig. 26. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come lunghezza massima della coda delle comete (asse delle ordinate; pixel). Sono 
indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, 
**: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
             A              B              C***          D* 
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Fig. 27. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come percentuale di DNA nella coda delle comete. Sono indicate le differenze 
statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: 
p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
 
Fig. 28. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come Tail moment. Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A 
(usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-
Whitney). 
        A              B***          C***           D* 
       A              B***          C***          D 
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Fig. 29. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come Olive moment. Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A 
(usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-
Whitney). 
 
Dai grafici si può osservare che il terreno flyshoide mostra i livelli più bassi di 
danno al DNA se confrontato alla sabbia di quarzo usata come riferimento. Il terreno 
argilloso e la miscela Innes mostrano livelli di danno maggiori. 
 
Vasi di vetro 
I terreni esaminati con il test della Cometa applicato ad apici radicali cresciuti in 
vasi di vetro sono i seguenti:  
• terriccio universale commerciale; 
• terriccio per agrumi commerciale; 
• terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese (Budoia – PN); 
• composta da semi J. Innes; 
• terreno flyshoide proveniente dal Parco di San Giovanni – Trieste, sottoposto 
a biorimedio. 
 
        A              B***          C***          D* 
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Fig. 30. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei 
diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: 
terriccio per agrumi commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come lunghezza 
massima della coda delle comete (asse delle ordinate; pixel). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra A (usato come riferimento) e B-F (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U 
di Mann-Whitney). 
 
Fig. 31. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei 
diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: 
terriccio per agrumi commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come percentuale di 
DNA nella coda delle comete. Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come 
riferimento) e B-F (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
      A              B**            C              D***                          E***          F*** 
      A              B              C               D***                           E***          F 
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Fig. 32. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei 
diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: 
terriccio per agrumi commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come Tail moment. 
Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-F (*: 
0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
 
Fig. 33. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei 
diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: 
terriccio per agrumi commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come Olive moment. 
Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-F (*: 
0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
 
Dai grafici emerge che i danni minori al DNA si hanno per il terriccio universale 
commerciale, per il terreno argilloso e per il terreno flyshoide.   
      A              B*             C              D***                          E***           F* 
       A              B**           C              D***                          E***          F* 
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Danni rilevanti al DNA si hanno negli apici radicali cresciuti su terriccio 
commerciale per agrumi e su miscela Innes. 
 
 
 
Terreni contaminati 
 
I terreni contaminati esaminati con il test della Cometa sono i seguenti: 
• terreno, contaminato prevalentemente da IPA e PCB, proveniente da un 
carotaggio eseguito sul litorale di Muggia (TS) nel sito denominato “Acquario”; 
• terreno proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa (UD) compromesso dalla 
presenza di metalli pesanti;  
• terreno proveniente dal Parco di San Giovanni (TS) con pesante contaminazione 
organica.  
I semi di V. faba sono messi a germinare sia su capsule Petri sia su vasi di vetro 
contenenti il terreno da esaminare al fine di cogliere l’eventuale influenza della metodica 
di crescita degli apici sui risultati. 
Per tutte le analisi, come terreno di controllo, si è scelto il terreno flyshoide 
proveniente dal Parco di San Giovanni – Trieste, sottoposto a biorimedio, del quale è 
nota l’analisi chimica. 
I parametri considerati sono: lunghezza della coda della cometa, percentuale di 
DNA nella coda della cometa, Tail moment e Olive moment.  
 
Sito “Acquario” (TS) 
I campioni di terreno a nostra disposizione sono tre e si riferiscono a tre diverse 
profondità di campionamento all’interno dello stesso carotaggio (piano di campagna, un 
metro di profondità rispetto al precedente e livello di marea). 
Qui di seguito sono rappresentati, in box plot, i risultati ottenuti.  
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Fig. 34. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di 
terreno provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), 
riferiti a tre profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di 
marea). Il danno è stimato come lunghezza massima della coda della cometa (asse delle ordinate; 
pixel). Le lettere P e V si riferiscono alla metodica di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in 
capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra DP (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: capsula Petri) e AP, 
BP, CP e tra DV (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: vaso di vetro) e AV, BV, 
CV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
 
Fig. 35. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di 
terreno provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), 
riferiti a tre profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di 
marea). Il danno è stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. Le lettere P e V si 
riferiscono alla metodica di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; V: semi fatti 
crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra DP (terreno 
flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: capsula Petri) e AP, BP, CP e tra DV (terreno 
flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: vaso di vetro) e AV, BV, CV (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
AP*       AV***     BP***    BV***    CP***    CV***    DP        DV 
                   AP***    AV**      BP***     BV***    CP***    CV***    DP        DV 
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Fig. 36. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di 
terreno provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), 
riferiti a tre profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di 
marea). Il danno è stimato come Tail moment. Le lettere P e V si riferiscono alla metodica di crescita 
degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate 
le differenze statisticamente significative tra DP (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di 
crescita: capsula Petri) e AP, BP, CP e tra DV (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di 
crescita: vaso di vetro) e AV, BV, CV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-
Whitney).  
 
Fig. 37. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di 
terreno provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), 
riferiti a tre profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di 
marea). Il danno è stimato come Olive moment. Le lettere P e V si riferiscono alla metodica di crescita 
degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate 
le differenze statisticamente significative tra DP (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di 
crescita: capsula Petri) e AP, BP, CP e tra DV (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di 
crescita: vaso di vetro) e AV, BV, CV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-
Whitney).  
 
Dai grafici emerge che i nuclei estratti dagli apici radicali cresciuti sul terreno 
contaminato mostrano un danno maggiore al DNA rispetto al controllo, in particolare per 
quanto riguarda la profondità intermedia del carotaggio. 
  AP***    AV***    BP***     BV***    CP***    CV***    DP        DV 
  AP***      AV***    BP***    BV***    CP***    CV***    DP        DV 
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Confrontando le due metodiche di crescita dei semi si può osservare che per la 
profondità A (piano di campagna), emergono dei danni al DNA maggiori nei nuclei estratti 
dagli apici radicali cresciuti su capsule Petri rispetto a quelli cresciuti in vasi di vetro. 
Per le profondità B e C (un metro di profondità rispetto ad A e livello di marea) i 
danni maggiori corrispondono ai nuclei provenienti da apici radicali cresciuti in vasi di 
vetro. 
 
Area Caffaro di Torviscosa (UD) 
Per le analisi di questo terreno contaminato da metalli pesanti, i semi di V. faba 
sono stati fatti crescere sia in capsule Petri sia in vasi di vetro. Inoltre è stata introdotta 
un’ulteriore metodica di crescita dei semi che prevede l’uso di capsule Petri contenenti 70 
g di terreno contaminato a differenza di 22.5 g come da Protocollo UNICHIM Metodo 
1651 – 2003.  In ogni capsula, inoltre, vengono posti a germinare 2 soli semi, contro gli 8 
del metodo standard. Con tale accorgimento rimane inalterato il rapporto “numero di 
semi/quantità di terreno” sia in capsula Petri sia in vaso di vetro, poiché nei vasi si 
pongono 2 semi e 70 g di terreno.  
Qui di seguito sono rappresentati, in box plot, i risultati ottenuti.  
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Fig. 38. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come lunghezza massima della coda della cometa (asse 
delle ordinate; pixel). Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi 
fatti crescere in capsule Petri secondo il protocollo Unichim 1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in 
capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in 
vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra AP e BPs/t, BP e tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di 
Mann-Whitney). 
           AP            AV            BPs/t***    BV            BP***  
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Fig. 39. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. Le 
sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule 
Petri secondo il protocollo Unichim 1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il 
rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti 
crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra AP e BPs/t, BP e 
tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
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Fig. 40. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Tail moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri secondo il protocollo Unichim 
1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di 
terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono 
indicate le differenze statisticamente significative tra AP e BPs/t, BP e tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
      P           AV            BPs/t*      BV           BP  
 AP            AV           BPs/t***   BV            BP*  
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Fig. 41. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Olive moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri secondo il protocollo Unichim 
1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di 
terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono 
indicate le differenze statisticamente significative tra AP e BPs/t, BP e tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
 
 
Per questo terreno il danno al DNA risulta maggiore nei nuclei estratti dagli apici 
radicali cresciuti su capsule Petri. Al contrario, i nuclei estratti dagli apici fatti germinare in 
vasi di vetro mostrano un danno lieve al DNA, paragonabile a quello rilevato nel terreno 
di controllo.  
 
Parco di S. Giovanni (TS) 
Il Test della Cometa è stato applicato ad apici radicali cresciuti in vasi di vetro e in 
capsule Petri, rispettando, per entrambi, il rapporto “numero di semi/quantità di terreno 
contaminato”. 
Qui di seguito sono rappresentati, in box plot, i risultati ottenuti.  
   AP            AV           BPs/ ***    BV           BP**  
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Fig. 42. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come lunghezza massima della coda della cometa (asse 
delle ordinate; pixel). Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi 
fatti crescere in capsule Petri secondo il protocollo Unichim 1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in 
capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in 
vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra AP e BPs/t e tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di 
Mann-Whitney). 
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Fig. 43. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. Le 
sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule 
Petri secondo il protocollo Unichim 1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il 
rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti 
crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra AP e BPs/t e tra AV 
e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
AP          AV         BPs/t      BV*** 
 AP         AV          BPs/t      BV*** 
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Fig. 44. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Tail moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri secondo il protocollo Unichim 
1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di 
terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono 
indicate le differenze statisticamente significative tra AP e BPs/t e tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
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Fig. 45. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Olive moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri secondo il protocollo Unichim 
1651-2003; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di 
terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono 
indicate le differenze statisticamente significative tra AP e BPs/t e tra AV e BV (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
 
Dai grafici emerge che il danno al DNA nei nuclei estratti da apici radicali cresciuti 
in vasi di vetro è alto e si può osservare che, anche in questo caso, la metodica di 
AP          AV          BPs/t      BV*** 
AP         AV         BPs/t       BV*** 
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crescita dei semi influisce sui risultati: gli apici cresciuti su capsule Petri hanno nuclei 
sensibilmente meno danneggiati rispetto a quelli cresciuti in vasi di vetro.  
 
 
TRADESCANTIA MICRONUCLEI TEST  
 
Con le infiorescenze ottenute dal clone # 4430 di Tradescantia e con altre 
provenienti dallo stesso genere, ma da specie diverse (Tradescantia fluminensis, 
Tradescantia pallida e Tradescantia andersoniana var. Beatrice), ho effettuato alcune 
prove di Trad-MCN test per saggiare il protocollo e per comprendere a quale stadio di 
sviluppo corrisponde la probabilità maggiore di osservare le tetradi polliniche.  
In T. fluminensis, T. pallida e T. andersoniana var. Beatrice le antere nei boccioli 
situati alla base dell’infiorescenza hanno dimensioni limitate (pochi millimetri), ciò rende 
difficile eseguire delle sezioni utili per isolarne il contenuto. In queste specie, quindi, non 
è stato possibile osservare le tetradi polliniche ma solamente i granuli pollinici che 
corrispondono ad una fase successiva a quella di tetrade (Fig. 46, Fig. 47, Fig. 48) 
 
Fig. 46. Tradescantia fluminensis: granuli pollinici osservati al microscopio ottico, previa colorazione con 
aceto-carminio. 
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Fig. 47. Tradescantia pallida: granuli pollinici osservati al microscopio ottico, previa colorazione con 
aceto-carminio.  
 
 
Fig. 48. Tradescantia andersoniana var. Beatrice: granuli pollinici osservati al microscopio ottico e 
previa colorazione con aceto-carminio. 
 
Nel clone # 4430 di Tradescantia, invece, le dimensioni delle antere sono tali da 
permettere un agevole isolamento del loro contenuto. L’individuazione delle tetradi e la 
conta degli eventuali micronuclei risulta abbastanza rapida. (Fig. 49). 
10 µm  
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Fig. 49. Tradescantia clone # 4430: tetrade pollinica osservata al microscopio ottico, previa colorazione 
con aceto-carminio. 
 
Con le infiorescenze ottenute dal clone # 4430 di Tradescantia ho effettuato tre 
esposizioni, di 15 infiorescenze recise ciascuna, nel sito di Piazza Garibaldi nel centro di 
Trieste. Contemporaneamente ad ogni esposizione altre 15 infiorescenze, utilizzate come 
controllo, sono state esposte nell’Orto Botanico dell’Università degli Studi di Trieste, in 
una zona ritenuta non compromessa. Ad ogni esposizione è stato fatto seguire un 
“recovery time” di 24 ore durante il quale le infiorescenze sono state  mantenute 
all’interno del laboratorio. Tale periodo permette alle cellule dentro alle antere di 
raggiungere lo stadio di tetrade. 
I risultati ottenuti sono mostrati in Tab. 11 e Tab. 12. 
 
 
Piazza Garibaldi-TS Controllo 
Data campionamento 28/07/2008 28/07/2008 
Durata esposizione 24 h 24 h 
Recovery time 24 h 24 h 
MCN/100 Tetradi (media) 5.44 0.22 
Deviazione standard 10.66 0.38 
Tab. 11. Media e deviazione standard delle frequenze di micronuclei a livello di tetrade pollinica, osservati nelle 
infiorescenze di Tradescantia clone # 4430 esposte per 24 ore in un sito con elevata contaminazione di IPA 
aerodispersi. Il controllo prevede l’esposizione delle infiorescenze del clone in un’area dell’Orto Botanico 
dell’Università degli Studi di Trieste, ritenuta non contaminata. 
 
30 µm  
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Piazza Garibaldi-TS Controllo 
Data campionamento 24/02/2009 24/02/2009 
Durata esposizione 24 h 24 h 
Recovery time 24 h 24 h 
MCN/100 Tetradi (media) 5.54 1.00 
Deviazione standard 3.38 0.32 
Tab. 12. Media e deviazione standard delle frequenze di micronuclei a livello di tetrade pollinica, osservati nelle 
infiorescenze di Tradescantia clone # 4430 esposte per 24 ore in un sito con elevata contaminazione di IPA 
aerodispersi. Il controllo prevede l’esposizione delle infiorescenze del clone in un’area dell’Orto Botanico 
dell’Università degli Studi di Trieste, ritenuta non contaminata. 
  
La media delle frequenze di micronuclei in rapporto alle tetradi osservate è 
maggiore nel sito di piazza Garibaldi - TS rispetto al sito di controllo. Ciò si è rilevato sia 
per l’esposizione del 28/07/2008 che per quella del 24/02/2009.  
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 DISCUSSIONE  
 
COMET TEST 
 
Il test della cometa è un saggio largamente utilizzato poiché sensibile anche nel 
caso in cui il DNA abbia subito un danneggiamento lieve. Inoltre prevede l’analisi di un 
numero relativamente basso di cellule, è abbastanza rapido da svolgere e può essere 
usato per analizzare la compromissione di diverse matrici (TICE  ET AL., 2000).  
I punti critici del protocollo riguardano essenzialmente due aspetti che vanno 
costantemente controllati durante l’esecuzione del test: la luce e la temperatura. E’ 
importante lavorare sempre in condizioni di scarsa illuminazione o sotto luce gialla per 
non danneggiare ulteriormente il DNA. Anche il calore compromette l’integrità del DNA. 
Utili accorgimenti in questo senso riguardano l’uso di reagenti e di vetreria mantenuti a 
4°C. Inoltre è necessario un attento controllo della temperatura del secondo strato di agar 
che non deve superare i 42°C. In caso contrario il danneggiamento al DNA è più 
evidente. 
Un altro aspetto importante riguarda il metodo per le germinazioni dei semi di V. 
faba dai quali apici si andranno a isolare i nuclei. Inizialmente ho seguito il protocollo 
attualmente in uso presso l’Università degli Studi del Piemonte Orientale (sede di 
Alessandria), indicatomi dalla dott.ssa Patrizia Cesaro (comunicazione personale). I semi 
di V. faba germinano in capsule Petri secondo il protocollo UNICHIM Metodo 1651-2003. 
Tale metodologia non prevede il contatto diretto tra apice radicale di V. faba e terreno 
poiché tra seme e suolo si interpone un disco di carta bibula. Grazie a tale disco i semi 
mantengono una migliore idratazione e germinano più rapidamente rispetto ai semi 
immersi nel terreno. Inoltre, quando si recidono gli apici radicali per eseguire il test, essi 
sono puliti. Si possono, quindi, utilizzare immediatamente senza effettuare lavaggi in 
acqua atti ad eliminare le particelle di terreno. Particelle che, nel caso di suoli argillosi, 
aderiscono fortemente all’apice radicale e sono, quindi, difficili da rimuovere. 
Tuttavia, crescendo su carta bibula, l’apice non è in contatto diretto con il terreno e 
riceve l’acqua e i soluti in essa disciolti per capillarità. Questa condizione espone i risultati 
ad una serie di artefatti poiché non tiene conto che la parte apicale delle radici interagisce 
in modo molto complesso con la rizosfera. L’apice radicale, infatti, è in grado di secernere 
ioni e molecole alcuni dei quali hanno il compito di aumentare la solubilizzazione di taluni 
minerali del suolo, migliorando la nutrizione minerale della pianta. Inoltre i nutrienti 
presenti nel suolo entrano in contatto con la radice anche grazie ai movimenti della radice 
stessa verso di essi durante il suo accrescimento.   
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Sulla base di queste considerazioni si è ritenuto interessante andare a verificare 
l’esistenza di differenze nei risultati di Comet test effettuati su apici radicali cresciuti su 
carta bibula (protocollo standard) e di Comet test eseguiti, alle medesime condizioni 
sperimentali, su apici radicali germinati in vasi di vetro a diretto contatto con il terreno ed 
immersi in esso. 
 
 
Terreno di controllo 
 
Le due metodiche di crescita dei semi appena descritte sono state usate per 
identificare un terreno idoneo ad essere usato come controllo. Tra i terreni esaminati, 
alcuni sono reperiti in commercio, uno proviene da una zona del territorio regionale (la 
pedemontana pordenonese) ritenuta non compromessa e un altro ancora è un terreno 
flyshoide che ha subito un trattamento di biorimedio. Vi è inoltre la miscela Innes, formata 
da parti variabili di argilla, torba e sabbia di quarzo. 
 
 
Capsule Petri 
Semi di V. faba sono stati fatti germinare, secondo il protocollo UNICHIM Metodo 
1651-2003, su terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese, miscela 
Innes e terreno flyshoide sottoposto a biorimedio. Il danno è stato stimato come 
lunghezza della coda della cometa (Fig. 50), percentuale di DNA nella coda della cometa 
(Fig. 51), Tail moment (Fig. 52) e Olive moment (Fig. 53). La compromissione degli apici 
radicali dei tre campioni di terreno è riferita a quella presente negli apici cresciuti su 
sabbia di quarzo che è un materiale inerte.  
 63
 
Fig. 50. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come lunghezza massima della coda delle comete (asse delle ordinate; pixel). Sono 
indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, 
**: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). La compromissione minore si ha per il terreno 
flyshoide. La miscela Innes, contenente una percentuale di torba, mostra, invece, una lunghezza media 
della coda delle comete nei nuclei cresciuti su di essa abbastanza elevata. Pertanto non è consigliabile 
usarla come controllo. 
 
 
Fig. 51.  Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. Sono indicate le differenze 
statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: 
p<0.001; test U di Mann-Whitney). Anche in questo caso il terreno meno compromesso è quello 
flyshoide. Segue quello argilloso e poi la miscela Innes. 
                                                         A               B***         C***          D 
                                                          A               B              C***          D* 
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Fig. 52. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come Tail moment. Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A 
(usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-
Whitney). La miscela Innes mostra la compromissione maggiore, mentre nel terreno flyshoide il danno è 
molto minore. Il terreno argilloso si situa ad un livello intermedio. 
 
 
Fig. 53. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in capsule Petri su 
quattro diversi substrati (A: sabbia di quarzo; B: terreno argilloso; C: miscela Innes; D: terreno 
flyshoide), stimato come Olive moment. Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A 
(usato come riferimento) e B-D (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-
Whitney). Anche per questo parametro la compromissione minore corrisponde al terreno flyshoide, 
mentre la più pronunciata alla miscela Innes. La causa di tale compromissione si potrebbe ricercare 
nella presenza della torba tra le componenti della miscela. 
 
Da questa prima serie di prove si evince che il terreno flyshoide è quello che in 
assoluto mostra la minor compromissione se paragonato alla sabbia di quarzo. Ciò è in 
                                                        A              B***           C***          D 
                                                         A               B***         C***          D* 
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accordo con l’analisi chimica effettuata dal Centro Interdipartimentale di Gestione e 
Recupero Ambientale (CIGRA) di Trieste (Tab. 2). Pertanto si può considerare idoneo ad 
essere utilizzato come bianco.  
La miscela Innes, invece, porta ad una compromissione elevata dei nuclei, tanto 
da sconsigliarne l’uso come controllo. La causa si potrebbe ricercare nella presenza della 
torba tra le sue componenti. A questo proposito sarebbe interessante eseguire delle 
analisi chimiche al fine di comprendere se i problemi riscontrati sono dovuti alla presenza 
di metalli pesanti e/o acidi umici. 
Il suolo argilloso si situa in una posizione intermedia rispetto ai precedenti. Mostra. 
infatti, una contaminazione non troppo elevata. 
Vasi di vetro 
Semi di V. faba sono stati fatti germinare, in vasi di vetro, su terriccio universale 
commerciale, su terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese, su 
terriccio per agrumi commerciale, su miscela Innes e su terreno flyshoide sottoposto a 
biorimedio. Il danno è stato stimato come lunghezza della coda della cometa (Fig. 54), 
percentuale di DNA nella coda della cometa (Fig. 55), Tail moment (Fig. 56) e Olive 
moment (Fig. 57). La compromissione dei nuclei estratti agli apici radicali cresciuti sui 
cinque campioni di terreno è stata riferita a quella presente nei nuclei degli apici germinati 
su sabbia di quarzo.  
 
 
Fig. 54. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei diversi 
substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: terriccio per agrumi 
commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come lunghezza massima della coda delle comete 
(asse delle ordinate; pixel). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come 
riferimento) e B-F (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). La miscela Innes, il 
terriccio per agrumi e il terriccio universale mostrano, in ordine decrescente, la maggiore compromissione. Il 
terreno argilloso e quello flyshoide, invece, compromettono in maniera molto minore l’integrità dei nuclei estratti 
dagli apici cresciuti su di essi. 
                                                         A              B              C              D***                           E***           F 
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Fig. 55. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei diversi 
substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: terriccio per agrumi 
commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. 
Sono indicate le differenze statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-F (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). Per questo parametro, alla miscela Innes corrisponde la 
maggiore compromissione, seguita dal terriccio per agrumi. I restanti terreni mostrano livelli di compromissione 
abbastanza omogenei tra loro.   
 
 
Fig. 56. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei diversi 
substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: terriccio per agrumi 
commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come Tail moment. Sono indicate le differenze 
statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-F (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: 
p<0.001; test U di Mann-Whitney). I danni maggiori si hanno per il terriccio per agrumi e per la miscela Innes. I 
terricci restanti mostrano, invece, contaminazioni molto basse. 
 
 
                                                         A              B*             C              D***                          E***          F* 
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Fig. 57. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere in vasi di vetro su sei diversi 
substrati (A: sabbia di quarzo; B: terriccio universale commerciale; C: terreno argilloso; D: terriccio per agrumi 
commerciale; E: miscela Innes; F: terreno flyshoide), stimato come Olive moment. Sono indicate le differenze 
statisticamente significative tra A (usato come riferimento) e B-F (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: 
p<0.001; test U di Mann-Whitney). Per questo parametro, alla miscela Innes corrisponde la maggiore 
compromissione, segue poi il terriccio per agrumi.  
 
I danni maggiori si hanno per il terriccio per agrumi e per la miscela Innes. 
Nessuno dei due può essere usato come controllo. Sarebbe, ad ogni modo, interessante 
verificare, con un’analisi chimica, se la frammentazione del DNA che si ha nei nuclei 
estratti dagli apici radicali cresciuti sul terriccio per agrumi è data dalla presenza di metalli 
pesanti, correlata alla natura vulcanica di tale terriccio. 
Anche con la metodica di crescita in vaso di vetro il suolo flyshoide si dimostra 
idoneo ad essere usato come controllo, data la scarsa compromissione emersa. Il terreno 
argilloso e il terriccio universale mostrano una compromissione bassa sebbene 
leggermente superiore rispetto a quella osservata nel terreno flyshoide. Entrambi si 
potrebbero usare come terreni di controllo.  
 
Riassumendo possiamo affermare che il terreno argilloso, quello flyshoide 
proveniente dal Parco di San Giovanni e quello universale hanno mostrato, seppur con 
delle variazioni, le minori compromissioni con entrambe le metodiche di esposizione degli 
apici. Tra di essi si è scelto di usare come controllo, in tutti i test successivi, il terreno 
flyshoide poiché di esso si possiede un’analisi chimica dettagliata che conferma 
l’assenza di contaminazioni significative, sia di metalli pesanti che di composti organici. 
 
                                                          A              B**           C              D***                          E***          F* 
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Terreni contaminati 
 
Per quanto riguarda i terreni contaminati, mettendo a germinare i semi sullo stesso 
terreno ma con le due metodiche diverse, in alcuni casi si osservano danni maggiori nei 
nuclei estratti dagli apici radicali cresciuti su carta bibula seguendo il protocollo Unichim, 
in altri casi il danno maggiore si ha per i nuclei estratti dagli apici cresciuti in vaso di 
vetro, quindi a diretto contatto con il terreno. 
 
Sito “Acquario” (TS) 
Esaminando i campioni di terreno provenienti dal sito Acquario (TS) e stimando il 
danno ai nuclei degli apici radicali cresciuti sul terreno contaminato come lunghezza della 
coda della cometa (Fig. 58), percentuale di DNA nella coda della cometa (Fig. 59), Tail 
moment (Fig. 60) e Olive moment (Fig. 61), si osserva che i danni maggiori al DNA si 
hanno nei terreni contaminati rispetto al terreno flyshoide usato come controllo. 
Fig. 58. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di terreno 
provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), riferiti a tre 
profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di marea). Il danno è stimato 
come lunghezza massima della coda della cometa (asse delle ordinate; pixel). Le lettere P e V si riferiscono alla 
metodica di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). 
Sono indicate le differenze statisticamente significative tra AP e AV, BP e BV, CP e CV, DP (terreno flyshoide 
usato come controllo. Metodica di crescita: capsula Petri) e DV (terreno flyshoide usato come controllo. 
Metodica di crescita: vaso di vetro) (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
Dalla figura 58 si evince che i tre campioni di terreno provenienti dal carotaggio 
mostrano danni maggiori al DNA rispetto al terreno di controllo. Inoltre, per la stessa 
porzione di terreno contaminato, i livelli di danno al materiale genetico sono diversi se i 
semi germinano in capsule Petri o in vasi di vetro. Per il campione A emerge, infatti, una 
compromissione maggiore se i semi germinano in capsule Petri. Le altre due profondità, 
invece, si comportano in modo opposto ad A mostrando danni maggiori al DNA negli 
apici cresciuti in vasi di vetro. La causa di tali differenze è da ricercare nella metodica di 
 AP        AV         BP         BV        CP        CV***     DP       DV 
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crescita dei semi in relazione al tipo di contaminazione esistente nei 3 campioni di 
terreno: in A sono presenti elevate quantità di metalli pesanti che, concentrandosi sulla 
carta bibula che funge da superficie evaporativa, espongono gli apici a maggiori 
contaminazioni; in B e C gli inquinanti presenti sono per lo più organici, quindi poco 
solubili. Essi restano nel terreno, ed esplicano la loro azione in modo maggiore sugli apici 
che sono liberi nella terra rispetto a quelli che crescono sulla carta bibula. 
Fig. 59. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di terreno 
provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), riferiti a tre 
profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di marea). Il danno è stimato 
come percentuale di DNA nella coda della cometa. Le lettere P e V si riferiscono alla metodica di crescita degli 
apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze 
statisticamente significative tra AP e AV, BP e BV, CP e CV, DP (terreno flyshoide usato come controllo. 
Metodica di crescita: capsula Petri) e DV (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: vaso di 
vetro) (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
Nella figura 59 si può osservare che i tre campioni di terreno provenienti dal 
carotaggio mostrano danni maggiori al DNA rispetto al terreno di controllo. Inoltre, per lo 
stesso campione di terreno contaminato, i livelli di danno al materiale genetico sono 
diversi se i semi sono fatti crescere su capsule Petri o in vasi di vetro. 
Fig. 60. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di terreno 
provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), riferiti a tre 
profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di marea). Il danno è stimato 
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come Tail moment. Le lettere P e V si riferiscono alla metodica di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in 
capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra 
AP e AV, BP e BV, CP e CV, DP (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: capsula Petri) e 
DV (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: vaso di vetro) (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
Fig. 61. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su tre campioni di terreno 
provenienti dallo stesso carotaggio effettuato nel sito denominato Acquario (Muggia – Trieste), riferiti a tre 
profondità (A: piano di campagna; B: un metro di profondità rispetto ad A; C: livello di marea). Il danno è stimato 
come Olive moment. Le lettere P e V si riferiscono alla metodica di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in 
capsule Petri; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra 
AP e AV, BP e BV, CP e CV, DP (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: capsula Petri) e 
DV (terreno flyshoide usato come controllo. Metodica di crescita: vaso di vetro) (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
 
Dalle figure 60 e 61 emerge che i tre campioni di terreno provenienti dal carotaggio 
mostrano danni maggiori al DNA rispetto al terreno di controllo. Inoltre, se si osserva lo 
stesso campione di terreno contaminato, si nota che i livelli di danno al materiale 
genetico sono diversi se i semi germinano in capsule Petri o in vasi di vetro. Ciò dipende 
dal tipo di contaminazione presente nel campione. In A sono presenti sostanze 
idrosolubili che si accumulano sulla carta bibula esponendo gli apici che crescono su di 
essa a maggiori contaminazioni. In B e C la contaminazione è organica, quindi poco 
solubile. Gli apici più esposti a tali inquinanti sono quelli liberi nel terreno. 
 
Esaminando, quindi, ogni singola profondità separatamente, si può notare che la 
metodica di crescita degli apici influisce in modo rilevante sui risultati. Alla profondità “A” 
del carotaggio, corrispondente al piano di campagna, l’entità del danno è maggiore nei 
nuclei estratti da apici cresciuti su capsule Petri, rispetto a quelli cresciuti in vasi di vetro. 
Le analisi chimiche (Tab. 3, Tab. 4 e Tab. 5) hanno evidenziato, in questo campione di 
terreno, la presenza di alte concentrazioni di Cobalto, Cromo e Nichel, tutti elementi 
idrosolubili. Queste sostanze si possono, quindi, muovere, trasportate dall’acqua, fino a 
depositarsi tra le maglie della carta bibula quando il soluto è evaporato. Ne consegue una 
maggiore possibilità d’interazione tra queste sostanze e gli apici stessi che si esplica con 
un danno maggiore al materiale genetico. Nei vasi di vetro, venendo a mancare la carta 
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bibula, tale meccanismo non avviene. Ne consegue un danno minore al materiale 
genetico.  
Alla profondità “B”, corrispondente a un metro di profondità rispetto ad “A”, si 
osservano danni più pronunciati ai nuclei estratti da apici cresciuti in vaso di vetro rispetto 
a quelli cresciuti su capsule Petri. Lo stesso si nota alla profondità “C” (livello di marea): 
agli apici cresciuti in vaso corrispondono danni maggiori rispetto a quelli cresciuti in 
capsule Petri. L’analisi chimica riportata nelle Tab. 3, Tab. 4 e Tab. 5 evidenzia che la 
contaminazione prevalente, alle profondità “B” e “C”, è data da concentrazioni elevate di 
PCB e IPA.  Queste sostanze sono poco solubili in acqua, non si muovono per capillarità 
e restano nel terreno. Ne consegue che gli apici cresciuti a contatto diretto con la terra 
sono più esposti ai contaminanti rispetto a quelli che germinano sulla carta bibula che 
funge da barriera.  
 
Area Caffaro di Torviscosa (UD) 
Il campione di terreno proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa (UD) mostra una 
contaminazione, non molto elevata, da metalli pesanti (Tab. 6). Il danno ai nuclei è stato 
stimato come lunghezza della coda della cometa (Fig. 62), percentuale di DNA nella coda 
della cometa (Fig. 63), Tail moment (Fig. 64) e Olive moment (Fig. 65).  
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Fig. 62. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come lunghezza massima della coda della cometa (asse 
delle ordinate; pixel). Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi 
fatti crescere in capsule Petri; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero 
semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di 
vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra BV e BP - BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
 AP            AV            BPs/t***    BV            BP*** 
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In Fig. 62 si osserva che la metodologia di crescita dei semi influenza i risultati: i 
nuclei estratti dagli apici radicali cresciuti su capsule Petri (BP e BPs/t) sono 
maggiormente compromessi rispetto a quelli che provengono dagli apici cresciuti in vasi 
di vetro e rispetto al controllo. Inoltre la compromissione dei nuclei provenienti dagli apici 
cresciuti in vaso è bassa e paragonabile al controllo. E’ probabile, quindi, che la presenza 
della carta bibula porti ad una sovrastima della reale contaminazione del suolo. 
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Fig. 63. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. Le 
sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule 
Petri; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” 
che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le 
differenze statisticamente significative tra BV e BP - BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: 
p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
Dalla figura 63 si evince che i nuclei estratti dagli apici radicali cresciuti su capsule 
Petri (BP e BPs/t) mostrano una maggiore compromissione rispetto al controllo e rispetto 
agli apici germinati a diretto contatto con il terreno. Questi ultimi, inoltre, hanno una 
compromissione dei loro nuclei paragonabile a quella emersa nel controllo.  
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Fig. 64. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Tail moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; Ps/t: semi fatti crescere in 
capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in 
vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra BV e BP - BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney  
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Fig. 65. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno contaminato da metalli pesanti, proveniente dall’area Caffaro – Torviscosa (UD); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Olive moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; Ps/t: semi fatti crescere in 
capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in 
vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra BV e BP - BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney 
AP            AV            BPs/t***   BV           BP***  
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Dalle Figure 64 e 65 si osserva lo stesso andamento dei casi precedenti: maggiore 
compromissione nei nuclei provenienti dalle germinazioni in capsule Petri e minore 
compromissione nei nuclei provenienti dalle germinazioni in vaso di vetro.   
 
Tutto ciò conferma che la modalità di esposizione degli apici radicali influisce sui 
risultati: gli apici radicali cresciuti a diretto contatto con il terreno mostrano una minore 
compromissione, paragonabile a quella del controllo, rispetto a quelli cresciuti su capsule 
Petri. Tale andamento si osserva anche nel caso in cui, nelle capsule Petri, venga 
rispettato il rapporto numero di semi/quantità di terreno che si ha per le germinazioni in 
vaso di vetro.  
Si può ipotizzare che le sostanze idrosolubili, come gli ioni metallici, tendano ad 
accumularsi sulla carta bibula che agisce da superficie evaporativa. Gli apici radicali che 
crescono su di essa sono maggiormente esposti a tali inquinanti, rispetto a quanto 
accade nei vasi di vetro. Nelle capsule Petri si ha, quindi, una sovrastima del danno 
rispetto alla reale biodisponibilità nel suolo. 
 
 
Parco di S. Giovanni (TS) 
Il campione di terreno prelevato nel comprensorio del Parco di San Giovanni (TS) 
mostra una pesante contaminazione organica (Tab. 7). Come nei casi precedenti, il 
danno è stimato come lunghezza della coda della cometa (Fig. 66), percentuale di DNA 
nella coda della cometa (Fig. 67), Tail moment (Fig. 68) e Olive moment (Fig. 69).  
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Fig. 66. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come lunghezza massima della coda della cometa (asse 
delle ordinate; pixel). Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi 
fatti crescere in capsule Petri; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero 
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semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di 
vetro). Sono indicate le differenze statisticamente significative tra BV e BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 
0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). 
Nella figura 66 si osserva che i nuclei estratti dagli apici cresciuti a diretto contatto 
con il terreno sono maggiorente compromessi sia rispetto al controllo, sia rispetto agli 
apici cresciuti su carta bibula. Ciò è dovuto alla scarsa solubilità in acqua dei 
contaminanti presenti. Essi restano nel terreno ed esplicano maggiormente la loro azione 
sugli apici liberi nel terreno rispetto a quelli che crescono su carta bibula che funge da 
barriera. 
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Fig. 67. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come percentuale di DNA nella coda della cometa. Le 
sigle P, Ps/t e V si riferiscono a tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule 
Petri; Ps/t: semi fatti crescere in capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” 
che si ha nelle germinazioni in vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le 
differenze statisticamente significative tra BV e BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; 
test U di Mann-Whitney).  
I box plot della Fig. 67 evidenziano che il livello di danno al materiale genetico è 
maggiore nei nuclei che provengono da germinazioni in vaso, rispetto a quelli che 
provengono da germinazioni in capsule Petri. Ciò è dovuto alla natura poco idrosolubile 
degli inquinanti presenti. 
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Fig. 68. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Olive moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; Ps/t: semi fatti crescere in 
capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in 
vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra BV e BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney). I 
nuclei estratti dagli apici cresciuti a diretto contatto con il terreno sono compromessi in modo più 
evidente sia rispetto al controllo, sia rispetto agli apici cresciuti su carta bibula. 
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Fig. 69. Danno subito dal DNA in cellule di apici radicali di Vicia faba fatti crescere su due diversi 
substrati [B: terreno con contaminazione organica proveniente dal Parco di San Giovanni (TS); A: 
terreno flyshoide usato come controllo] stimato come Olive moment. Le sigle P, Ps/t e V si riferiscono a 
tre metodiche di crescita degli apici (P: semi fatti crescere in capsule Petri; Ps/t: semi fatti crescere in 
capsule Petri rispettando il rapporto “numero semi/quantità di terreno” che si ha nelle germinazioni in 
vaso di vetro; V: semi fatti crescere in vasi di vetro). Sono indicate le differenze statisticamente 
significative tra BV e BPs/t (*: 0.01≤p<0.05, **: 0.001≤p<0.01; ***: p<0.001; test U di Mann-Whitney).  
 
Dai grafici delle Figure 68 e 69 emerge la conferma che la modalità di 
esposizione degli apici radicali agli inquinanti influisce sui risultati: i nuclei estratti dagli 
apici cresciuti su carta bibula mostrano una minore compromissione del loro materiale 
genetico rispetto a quanto accade per i nuclei provenienti dagli apici germinati a diretto 
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contatto del terreno contaminato. Con il metodo delle capsule Petri si ha, quindi, una 
sottostima della contaminazione poiché la carta bibula funge da barriera per le sostanze 
poco idrosolubili come PCB e IPA che non vengono traslocati e concentrati su di essa. 
Ne consegue che gli apici sono esposti in maniera minore ai contaminanti rispetto a 
quanto accade nei vasi di vetro. Nei vasi, infatti, le radichette in germinazione sono a 
diretto contatto con il terreno e con gli inquinanti in esso presenti.  
 
 
TRADESCANTIA MICRONUCLEI TEST  
 
Il test dei micronuclei nel clone #4430 di Tradescantia permette di rilevare la 
presenza di micronuclei come indice di avvenuto danno al DNA.  
Una volta presa pratica con le tecniche di prelievo del polline allo stadio 
corrispondente a quello di tetrade, le problematicità nell’utilizzo di questo protocollo 
riguardano principalmente tre aspetti: la conta delle tetradi, la moltiplicazione delle piante 
e la loro protezione agli attacchi dei parassiti.  
Per quanto riguarda il primo aspetto è importante considerare che, al fine di 
avere dei dati statisticamente significativi, è necessario contare un cospicuo numero di 
tetradi (minimo 1500) e ciò comporta un elevato dispendio di tempo. 
Per quanto concerne la moltiplicazione del clone, essa non è molto semplice: è 
necessario, infatti, trovare un luogo ben soleggiato dove disporre le piante nei periodi 
primaverili ed estivi. Inoltre sarebbe necessaria una copertura mobile da sistemare sopra 
le piante in caso di maltempo. In autunno e in inverno bisogna disporre di un’ampia serra 
dotata di lampade a fluorescenza. In entrambi i casi, poi, si deve considerare che l’area di 
crescita della pianta non deve presentare, per quanto possibile, contaminazioni da 
sostanze genotossiche aerodisperse che possano compromettere i risultati. 
Anche gli attacchi dei parassiti non si devono sottovalutare: nella primavera del 
2008 le piante sono state pesantemente parassitate da Lichtensia viburni (cocciniglia) 
che ha ridotto di molto il numero di esemplari del clone da usare per le esposizioni, 
proprio nel periodo in cui era prevista la massima fioritura.  
Per quanto riguarda i risultati delle due esposizioni effettuate nel sito Piazza 
Garibaldi – TS (Tab. 13), in entrambi i casi la media delle frequenze di micronuclei 
rapportata alle tetradi osservate è sensibilmente maggiore rispetto a quanto si osserva 
nel controllo e ciò è in accordo con quanto emerso dallo studio del dott. Falomo secondo 
il quale il sito in oggetto ha le concentrazioni aerodisperse di IPA più elevate tra le 22 
testate nella provincia di Trieste.  
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P.zza 
Garibaldi-TS 
Controllo 
P.zza 
Garibaldi-TS 
Controllo 
Data campionamento 28/07/2008 28/07/2008 24/02/2009 24/02/2009 
MCN/100 Tetradi 
(media) 5.44 0.22 5.54 1.00 
Deviazione standard 10.66 0.38 3.38 0.32 
Tab. 13. Media e deviazione standard delle frequenze di micronuclei a livello di tetrade pollinica, osservati nelle 
infiorescenze di Tradescantia clone # 4430 esposte per 24 ore in un sito con elevata contaminazione di IPA 
aerodispersi. Il controllo prevede l’esposizione delle infiorescenze del clone in un’area dell’Orto Botanico 
dell’Università degli Studi di Trieste, ritenuta non contaminata. Per entrambe le esposizioni si osserva che la 
media delle frequenze è più elevata rispetto al controllo. Ciò è in accordo con quanto emerso dallo studio del 
dott. Falomo. 
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CONCLUSIONI  
COMET TEST 
 
In questo studio, il test della Cometa nella versione alcalina ha permesso di 
valutare il danno al DNA rilevato come rotture dello scheletro fosfodiesterico in nuclei di 
cellule di apici radicali di V. faba esposti a sostanze genotossiche, quali metalli pesanti e 
inquinanti organici, presenti in campioni di suolo. Applicando un campo elettrico al 
materiale genetico estratto dagli apici radicali è possibile osservare la disgregazione del 
DNA che assume la tipica forma di una cometa. Analizzando la coda della cometa con 
l’ausilio di specifici software collegati ad analizzatori di immagini, è stato possibile 
stabilire l’entità del danno subito dalla cellula e quindi capire il livello di contaminazione 
presente nel terreno.  
Una volta presa pratica con il protocollo del test, si è dovuto ricercare un terreno 
idoneo ad essere utilizzato come bianco. A tal fine sono stati analizzati i seguenti terreni, 
commerciali e non:  
• terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese nei pressi di 
Budoia;  
• composta da semi J. Innes formulata dall’omonimo istituto inglese (2 parti di 
argilla proveniente dalla pedemontana pordenonese, 1 parte di torba irlandese 
e 1 parte di sabbia di quarzo); 
• terreno flyshoide proveniente dal Parco di San Giovanni – Trieste, sottoposto 
a biorimedio dal Centro Interdipartimentale di Gestione e Recupero 
Ambientale (CIGRA) di Trieste;  
• terriccio universale commerciale (torba, fibre lignee e cellulosiche, 
ammendante, concime organico, N 9%, P 6%, K 14%); 
• terriccio per agrumi commerciale (torba, letame, miscela di materiali vegetali e 
pomice). 
Dalle analisi effettuate emerge che, generalmente, la presenza della torba porta a 
un incremento della compromissione del materiale genetico. A questo proposito 
sarebbero necessarie delle analisi chimiche dettagliate per confermare tale ipotesi. 
I terreni che si sono rivelati più idonei ad essere usati come controllo sono i 
seguenti: terreno argilloso proveniente dalla pedemontana pordenonese, terreno 
flyshoide sottoposto a biorimedio e terriccio universale commerciale. I nuclei estratti dagli 
apici radicali cresciuti su di essi hanno mostrato, infatti, livelli bassi di compromissione, 
sia facendo germinare gli apici sulla carta bibula all’interno di capsule Petri (protocollo 
UNICHIM Metodo 1651-2003), sia ponendo i semi a diretto contatto con il terreno, in vasi 
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di vetro. Tra i tre terreni che hanno dato i minori livelli di compromissione, si è scelto di 
usare come controllo il terreno flyshoide poiché, oltre a mostrare nuclei 
complessivamente abbastanza integri, ha un’analisi chimica nota che esclude 
contaminazioni significative da metalli pesanti o da composti organici. 
Individuato un buon terreno da usare come controllo, si è passati all’analisi dei 
seguenti suoli al fine di saggiarne la compromissione: 
• terreno proveniente da un carotaggio eseguito sul litorale di Muggia (TS) nel 
sito denominato “Acquario”.  
• terreno proveniente dall’area Caffaro di Torviscosa (UD) compromesso dalla 
presenza di metalli pesanti; 
• terreno proveniente dal Parco di San Giovanni (TS) con pesante 
contaminazione organica. 
Ipotizzando che ci potessero essere delle differenze, nei risultati, tra le 
esposizioni dei semi con la metodica delle capsule Petri (protocollo UNICHIM Metodo 
1651-2003) e quella dei vasi di vetro, tutti i terreni sono stati analizzati facendo crescere i 
semi con entrambe le metodiche. Confrontando i risultati ottenuti con le analisi chimiche 
in nostro possesso, si è potuto verificare che la metodologia di crescita in capsule Petri 
su carta bibula comporta una sovrastima della contaminazione da sostanze idrosolubili, 
mentre sottostima quella indotta da composti scarsamente idrosolubili.  
Nel caso dei terreni esaminati, la contaminazione da sostanze idrosolubili è data 
dagli ioni metallici che tendono ad accumularsi in prossimità degli apici radicali sulla carta 
bibula poiché essa agisce da superficie evaporativa. Una prova di ciò è data dall’intensa 
colorazione che assume la carta bibula dopo essere rimasta a contatto con il terreno per i 
dieci giorni di esposizione. Si viene a creare, quindi, una sovrastima del danno rispetto 
alla reale biodisponibilità nel terreno. Tale condizione si osserva nel campione 
superficiale del carotaggio proveniente dal sito “Acquario” e nel terreno proveniente 
dall’area Caffaro di Torviscosa. In entrambi i casi, confrontando il danno che emerge con 
la metodica di crescita in capsule Petri con quello stimato con i vasi di vetro, si nota che i 
nuclei estratti dagli apici cresciuti su capsule Petri sono maggiormente danneggiati. 
Dall’analisi chimica di questi suoli emerge la presenza di metalli pesanti, cioè sostanze 
idrosolubili che, una volta entrate in soluzione, si accumulano proprio sulla carta bibula.  
Al contrario, sostanze poco idrosolubili come PCB e IPA, non vengono traslocate 
e concentrate sulla carta bibula perché entrano difficilmente in soluzione. Non riescono a 
spostarsi all’interno del campione di terreno trasportate dall’acqua che si aggiunge per 
idratare i semi. La carta bibula funge, inoltre, da barriera. Tutto ciò comporta una 
sottostima degli effetti della presenza degli inquinanti poco idrosolubili. Tale condizione si 
osserva nei campioni intermedio e profondo del carotaggio proveniente dal sito 
“Acquario” e nel suolo reperito all’interno dell’Area di San Giovanni di Trieste. In essi è 
presente una contaminazione organica confermata dall’analisi chimica. Esaminando i 
nuclei estratti dagli apici cresciuti a diretto contatto con il terreno si nota un danno 
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maggiore rispetto a quanto accade nei nuclei provenienti dalle  germinazioni in capsule 
Petri. 
Il test della Cometa è indubbiamente un saggio valido per studiare la 
compromissione indotta da sostanze mutagene, tuttavia è importante prendere alcune 
precauzioni che riguardano per lo più le modalità di esposizione degli apici radicali. Per 
ottenere dei risultati attendibili è necessario far germinare i semi a diretto contatto con il 
terreno ed immersi in esso, in una condizione il più simile possibile a ciò che accade in 
natura. Inevitabilmente tale metodica comporta tempi di esecuzione del test più lunghi. I 
semi, infatti, germinano più lentamente. Inoltre le particelle di terreno più grossolane 
devono essere allontanate dagli apici radicali che vanno accuratamente lavati uno ad uno 
prima di eseguire l’estrazione dei nuclei. Tuttavia si può affermare che questa metodica 
dà risultati più veritieri, a differenza di quella standard, comunemente impiegata in molte 
indagini di caratterizzazione ambientale, che sovrastima, o peggio, sottostima la reale 
compromissione della matrice analizzata. 
 
 
TRADESCANTIA MICRONUCLEI TEST  
 
In questo studio, Tradescantia micronuclei test è stato utilizzato per saggiare la 
compromissione di un sito altamente danneggiato dalla presenza di sostanze 
genotossiche aerodisperse provenienti da emissioni da traffico veicolare (Piazza 
Garibaldi – Trieste).  Analizzando le tetradi polliniche isolate dalle antere del clone # 4430 
di Tradescantia è contando il numero dei micronuclei presenti, che sono indice di danno 
al materiale genetico, è stato possibile confermare la compromissione del sito esaminato. 
Infatti la media delle frequenze di micronuclei rapportata alle tetradi osservate è maggiore 
negli esemplari del clone esposti nel sito contaminato rispetto a quanto accade nel 
controllo. Ciò è in accordo con quanto espresso nella tesi di dottorato dal dott. Falomo 
che indicava questo sito come il maggiormente compromesso da inquinanti aerodispersi 
tra i 22 esaminati nell’ambito della provincia di Trieste.  
Il test si è rivelato sensibile per i rilevamenti effettuati, tuttavia presenta alcune 
problematicità che riguardano per lo più la moltiplicazione delle piante e la loro protezione 
dagli attacchi dei parassiti. In questo senso sarebbe necessario affidare la lunga fase di 
moltiplicazione e cura delle piante a una struttura esterna, o avere a disposizione 
personale specializzato. La mancanza di un finanziamento ha impedito di estendere 
l’indagine sul territorio, com’era stato originariamente programmato. 
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